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1. INTRODUCCIÓN  
 
Mannheimia haemolytica es una bacteria Gram-negativa, perteneciente a la 
familia Pasteurellaceae, y el principal agente etiológico de la neumonía o pasteurelosis 
neumónica en bovinos y ovinos originando grandes pérdidas económicas en la industria 
ganadera a nivel mundial (Mohamed y Abdelsalam, 2008; Lawrence et al., 2010); 
además ha sido asociada, junto con Pasteurella multocida, a casos de neumonía en 
camélidos sudamericanos domésticos, siendo la segunda causa más importante de 
mortalidad de alpacas en Perú, lo que limita su productividad y por ende el buen 
desarrollo económico de la actividad pecuaria en el mundo andino (Rosadio et al., 2011).  
 
M. haemolytica comprende 12 serotipos capsulares (Angen et al., 1999), siendo 
A1 y A6 los serotipos aislados predominantes en casos neumónicos de bovinos (Davies 
et al., 2001), y el A2 en ovinos (Saadati et al., 1997) aunque también hay un incremento 
en la prevalencia de los serotipos A5, A6 y A7 (Ewers et al., 2004); sin embargo, aún no 
se conoce qué serotipo está asociado en los casos neumónicos en crías de alpacas. 
 
El uso extensivo de antibióticos utilizado como terapia contra la neumonía ha 
incrementado la incidencia de multidrogoresistencia de M. haemolytica (Kehrenberg et 
al., 2001); por ello el control se ha enfocado más al desarrollo de vacunas a partir de la 
identificación de sus factores de virulencia cuyos roles en la patogenicidad han sido 
investigados principalmente en bovinos (Zecchinon et al., 2005). Las vacunas contra la 
pasteurelosis neumónica están disponibles comercialmente sólo para bovinos y ovinos, 
sin embargo estas vacunas fallan en inducir protección a largo plazo contra la infección 
y no proveen una inmunidad protectiva cruzada contra serotipos heterólogos de M. 
haemolytica (Lacasta et al., 2015). La falta de vacunas efectivas radica principalmente 
en la multiplicidad de serotipos de esta especie (Gonzalez et al., 2013), la existencia de 
diferencias genéticas y la pobre inmunogenicidad entre los factores de virulencia de 
cepas de un mismo serotipo (Davies et al., 1997; Davies y Baillie, 2003).  
 
En la actualidad, no se cuenta con genomas secuenciados de M. haemolytica 
aislados de alpacas. No obstante, el secuenciamiento de genomas de M. haemolytica 
de los serotipos A1, A2 y A6, aislados de bovinos y ovinos (Gioia et al., 2006; Lawrence 
et al., 2009; Eidam et al., 2013; Hauglund et al. 2013; Hauglund et al. 2015), ofrecen una 
nueva estrategia para la identificación de candidatos vacunales denominada 
vacunología reversa, que ha permitido en los últimos años el desarrollo de vacunas 
efectivas y consiste en la predicción y obtención de potenciales antígenos utilizando 
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herramientas bioinformáticas y la tecnología de ADN recombinante, respectivamente 
(Bambini y Rappuoli, 2009).  
 
En el presente estudio se utilizó el enfoque Pan-Genómico de la vacunología 
reversa con el objetivo de obtener en E. coli un candidato vacunal recombinante 
representativo del pangenoma de Mannheimia haemolytica, que sea “prometedor” para 
brindar una protección heteróloga contra la pasteurelosis neumónica en alpacas, y poder 
así ser empleado en el desarrollo futuro de vacunas de tercera generación que ayuden 
a reducir y a controlar la enfermedad. 
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2. ANTECEDENTES 
2.1. Pasteurelosis neumónica  
2.1.1. Definición y alcances 
 
Pasteurelosis neumónica es una enfermedad infecciosa aguda causada por 
especies del género Pasteurella (Hawari et al., 2008). Esta enfermedad es también 
conocida como mannheimiosis respiratoria y es una de las enfermedades en rumiantes 
más importantes económicamente, con una alta prevalencia a través de los continentes, 
siendo responsable de aproximadamente el 30% del total de muertes de ganados de 
engorde en todo el mundo (Mohamed y Abdelsalam, 2008). El impacto económico global 
de la enfermedad está muy bien reconocido, siendo la industria bovina y ovina de los 
Estados Unidos la más afectada, con más de un billón de dólares de pérdidas anuales 
sólo en carne (Lawrence et al., 2010).  
 
Asimismo esta enfermedad es la segunda causa más importante de mortalidad 
de alpacas en Perú (Rosadio et al., 2011), limitando su productividad y por ende el buen 
desarrollo económico de la actividad pecuaria en el mundo andino (Ameghino, 1991).  
 
2.1.2. Etiología  
 
Muchas investigaciones han convergido en que Mannheimia haemolytica, antes 
formalmente conocida como Pasteurella haemolytica, es el principal agente causal de 
la pasteurelosis neumónica en bovinos, ovinos y otros rumiantes silvestres y 
domésticos, (Rice et al., 2008); aunque muchos investigadores coinciden que 
Pasteurella multocida está también involucrada (Quinn et al., 2002; Ayalew et al., 2004); 
sin embargo, el rol patogénico de P. multocida es más evidente en ovinos donde ha sido 
la responsable de muchos brotes neumónicos serios (Black et al., 1997). Curiosamente, 
tanto M. haemolytica como P. multocida son constituyentes normales de la microflora 
nasal y faríngea de rumiantes sanos (Mohamed y Abdelsalam, 2008). Ambos patógenos 
han sido frecuentemente aislados de la nasofaringe y la tráquea de animales enfermos, 
así como también de aparentemente sanos (Biberstein y Hirsh, 1999). Estudios iniciales 
en bovinos demostraron que el recuento medio nasal de colonias de P. haemolytica, fue 
mucho mayor en animales enfermos que en sanos (Thomson et al., 1975), demostrando 
la habilidad del organismo para proliferar en una medida notablemente mayor, suficiente 
como para causar la infección en animales susceptibles.  
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Por otro lado, los estudios sobre los agentes infecciosos en las neumonías de 
camélidos sudamericanos, en especial las alpacas, son muy escasos, siendo los 
primeros estudios realizados por Rosadio et al. (1990), donde reportaron una alta 
prevalencia de P. multocida y P. haemolytica. Posteriormente, Dwan et al. (2008), 
aislaron M. haemolytica de un absceso laríngeo en una cría de alpaca, post mortem, 
confirmando la presencia de este patógeno en casos de neumonías en alpacas; no 
obstante, aún no está claro cual de estos patógenos es el agente causal principal de 
esta enfermedad, aunque en estudios recientes, se han identificado con mayor 
proporción a P. multocida, siendo la bacteria aislada con mayor frecuencia, seguida de 
M. haemolytica, en tejidos pulmonares neumónicos de crías de alpacas (Rosadio et al., 
2011), aunque esta diferencia no fue significante. Esto parece indicar que P. multocida 
sería el principal agente etiológico de estos casos neumónicos en alpacas pero la 
presencia de M. haemolytica, sólo confirman que estos patógenos son los principales 
contribuidores de esta compleja enfermedad respiratoria (Hirsh y Biberstein, 2004).  
 
En general, las infecciones respiratorias tanto en bovinos y ovinos, así como en 
camélidos sudamericanos, especialmente en alpacas, parecen ser el resultado de la 
interacción de múltiples factores incluyendo patógenos neumónicos virales y 
bacterianos, el estado inmune del hospedero y las condiciones climáticas extremas del 
lugar donde habitan (Rosadio, 2010; Cid y Martín, 2010). En ovinos, las enfermedades 
respiratorias suelen estar asociadas principalmente a dos tipos de virus: Virus 
Parainfluenza tipo 3 (PIV-3) y Adenovirus. El virus PI-3 es el que ha sido aislado con 
mayor frecuencia, sin descartar la presencia del Virus Respiratorio Sincitial Bovino 
(BRSV). Por el contrario, en bovinos la presencia de estos tres virus y otros agentes 
virales como Coronavirus Bovino (BCV) y el Virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina 
(IBRV) están asociados a infecciones bacterianas por P. multocida,  M. haemolytica, 
Mycoplasma dispar y Haemophilus somnus (Hartel et al., 2004).  
 
Por su parte, Rosadio et al. (2011), en estudios histopatológicos pulmonares de 
24 casos de crías de alpacas muertas por neumonía aguda, identificaron el Virus 
Respiratorio Sincitial Bovino (BRSV) y el Virus Parainfluencia tipo 3 (PI-3) asociados a 
P. multocida o M. haemolytica.  
 
2.1.3. Clínica 
 
Las manifestaciones clínicas de la pasteurelosis neumónica en alpacas, es muy 
similar al observado en bovinos y ovinos. En general, es reconocida como una 
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enfermedad respiratoria febril aguda con bronconeumonía fibrinopurulenta o fibrinosa 
fulminante y pleuritis fibrinosa (Figura 1). Después del inicio del disturbio respiratorio, 
los animales infectados aparecen extremadamente deprimidos con reducción del 
apetito, desarrollando fiebre alta, anorexia y respiración rápida, acompañadas con 
abundantes descargas mucopurulentas nasales y oculares. Luego, en la mayoría de los 
animales infectados, por lo general presentan tos productiva, que se acentúa con el 
esfuerzo físico o movimiento. Además, disnea marcada con quejidos respiratorios, 
pueden desarrollarse en estados avanzados de la enfermedad (López, 2001; Guzmán, 
2011).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Pulmón de cría de alpaca con bronconeumonía 
extensiva/multilobal y pleuritis fibrinosa. Resultados macroscópicos de 
tejido pulmonar muestra consolidaciones rojizas en áreas ventrales de los 
lóbulos craneal y cardíaco (flechas); (Tomado de Guzmán, 2011).  
 
Los signos clínicos observables de la enfermedad respiratoria aguda, se 
desarrollan dentro los 10 a 14 días, en animales adultos, después de la exposición al 
estrés, pero una aparición más temprana es lo más común (Radostits et al., 2000); sin 
embargo, los casos severos de animales infectados conducen a la muerte como 
resultado de una toxemia (12 a 24 horas), incluso antes del desarrollo de lesiones 
pulmonares significantes. En estos casos la muerte súbita puede ser el primer signo de 
un brote agudo, particularmente en crías de alpacas y en terneros jóvenes (Ameghino y  
De Martini,  1991; Brogden et al., 1998; Mohamed y Abdelsalam, 2008).   
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2.2. Mannheimia haemolytica 
2.2.1. Definición y características 
 
Mannheimia haemolytica, antes formalmente conocida como Pasteurella 
haemolytica, es un cocobacilo anaerobio facultativo, Gram-negativo, oxidasa positivo, 
hemolítica débil, fermentativo, no formadora de espora y no móvil, que se caracteriza 
por ser un patógeno oportunista de bovinos, ovinos y otros rumiantes, además de las 
alpacas (Quinn et al., 2002; Rosadio et al., 2011).  
 
La enfermedad más común a la que está asociada es la pasteurelosis neumónica 
o también llamada “fiebre de embarque” en bovinos, ovinos y alpacas, pero el organismo 
también puede causar septicemia y mastitis en ovinos y un número de lesiones 
inflamatorias no específicas en varias especies de animales domésticos (Mohamed y 
Abdelsalam 2008; Rosadio et al., 2011). 
 
M. haemolytica reside en la nasofaringe (Babiuk y Acres, 1984) y en las tonsilas 
(Frank et al., 1995) de terneros sanos. En estas condiciones está presente como un 
organismo comensal, manteniendo una relación simbiótica con su hospedero; sin 
embargo, eventos desencadenantes de la enfermedad como el estrés del destete, 
condiciones climáticas adversas, cambios en la alimentación, transporte a grandes 
distancias, mezcla de ganados e infecciones con otros organismos (como virus y 
Micoplasma sp.) causan que esta coexistencia benigna llegue a un estado fulminante 
de la enfermedad (Blood et al., 1983). 
 
Varios estudios han intentado comprender el mecanismo asociado al cambio de 
comensal a patógeno, siendo analizados el efecto del estrés por frio y transporte, en la 
inmunosupresión (Rice et al., 2008). Como lo demuestra Filion et al. (1984), en un 
experimento realizado con terneros, donde el estrés por destete y transporte hacia la 
granja de engorde, causó una elevación transitoria de los niveles de cortisol en el 
plasma, manteniéndose suprimida la blastogénesis de los linfocitos después de la salida 
de la granja y durante todo el experimento, observándose, en la mayoría de terneros, 
seroconversión a P. haemolytica (ahora M. haemolytica), con algunas lesiones 
pulmonares y casos de muerte por neumonía. La explicación de tal fenómeno, radica en 
el “cortisol”, primero porque se ha reportado que intensifica la replicación viral en células 
individuales y por ende incrementa el dosaje del mismo; segundo, debido a que reduce 
la eficiencia del sistema inmune, alterando las funciones de monocitos, macrófagos y 
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neutrófilos y por tanto rompe el equilibrio entre la homeostasis normal del animal y el 
organismo comensal (Rice et al., 2008). Esta combinación de factores: estrés e 
infecciones virales, principalmente Virus Herpes Bovino tipo 1 (BHV-1), Virus de la 
Diarrea Viral Bovino (BVDV), Virus Sincitial Respiratorio Bovino (BRSV) y Virus 
Parainfluenza tipo 3 (PIV-3), provocan que los mecanismos de aclaramiento mucociliar 
disminuyan, así como la actividad de los linfocitos T, linfocitos B, monocitos y neutrófilos 
(Brown et al., 1991), permitiendo que las bacterias colonicen los pulmones y se 
desarrolle la neumonía fibrinosa (Woldehiwet y Sharma, 1992), por lo tanto la 
introducción de las bacterias dentro de los pulmones parece ser crítico para la inducción 
de pasteurelosis neumónica. 
 
2.2.2. Clasificación y diversidad 
 
M. haemolytica es un miembro de la familia Pasteurellaceae y del género 
Mannheimia. Inicialmente recibió el nombre de Bacterium bipolare multocidum por 
Theodore Kitt (Kitt, 1885), siendo renombrado a Pasteurella haemolytica, en 1932, por 
reflejar su fenotipo hemolítico débil en placas de agar sangre de ovinos (Newsome y 
Cross, 1932).  
Este patógeno oportunista fue históricamente clasificado en 16 serotipos, basado 
en una prueba de hemaglutinación indirecta utilizando antígenos de superficie capsular 
extraíble (Biberstein, 1978). El género fue dividido, en dos biotipos: A y T, basado en su 
habilidad para fermentar arabinosa y trehalosa, respectivamente (Lo y Shewen, 1991), 
siendo identificados 12 serotipos A y 4 serotipos T. Posteriormente, Younan y Fodor 
(1995), caracterizaron un nuevo serotipo de P. haemolytica, A17, aislado de ovinos en 
Siria. A través de estudios de hibridación de ADN-ADN y secuenciamiento de ARN 16S, 
todos los biotipos A, excepto el biotipo A11, fueron asignados bajo la categoría de 
especie a Mannheimia haemolytica (Angen et al., 1999a); por el contrario, los biotipos T 
de P. haemolytica fueron renombrados como Pasteurella trehalosi (Bingham et al., 
1990), para finalmente reclasificarse como  Bibersteinia trehalosi (Blackall et al., 2007), 
siendo el serotipo A11 remanente, renombrado como Mannheimia glucosida (Angen et 
al., 1999b). 
  
 
M. haemolytica comprende 12 serotipos capsulares basados en los 
originalmente asignados para P. haemolytica (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 
y A17) (Angen et al., 1999b), siendo el A1, el serotipo aislado y predominante, en bovinos, 
y el A2, en ovinos, en diferentes casos neumónicos reportados (Rice et al., 2008); sin 
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embargo, aún no se conoce qué serotipo está asociado en los casos neumónicos en 
crías de alpacas. 
 
Esta asociación del serotipo A1 en casos de neumonía de bovinos ha sido 
reportado en un estudio realizado por Allan et al. (1985), donde P. haemolytica (ahora 
M. haemolytica) fue el aislado más común de 80 terneros examinados en una necropsia, 
de los cuales la mayoría fueron diagnosticados con pasteurelosis neumónica bovina. 
Curiosamente en un estudio de prevalencia de P. haemolytica (ahora M. haemolytica) 
en terneros transportados, encontraron que el serotipo  A2 fue el aislado predominante 
en la granja, mientras que el A1, lo fue en la granja de engorde y en los pulmones 
neumónicos de los terneros que murieron por la enfermedad respiratoria aguda, luego 
del transporte (Frank y Smith, 1983). Además, no sólo la frecuencia del aislamiento de 
M. haemolytica A1 incrementa cuando los terneros son desplazados hacia la granja de 
engorde, sino tamnién el número de bacterias (Frank, 1984). De esta manera cuando 
un número elevado de M. haemolytica está presente en la mucosa nasal de terneros, 
las bacterias son inhaladas dentro de los pulmones (Grey y Thomson, 1971); no 
obstante, en terneros sanos, se ha evidenciado que el aclaramiento pulmonar de M. 
haemolytica inhalados, es altamente eficiente, eliminándose el 90% dentro las 24 horas 
(Lillie y Thomson, 1972), por lo cual, es necesario que existan factores de estrés seguido 
de infecciones virales, para que el serotipo A1 reemplace rápidamente al A2. Este 
cambio, es probablemente debido a la transferencia horizontal de otros animales 
enfermos que activamente están eliminando organismos A1 en secreciones nasales, 
aunque también se han sugerido cambios capsulares (Highlander, 2001).  
 
Por su parte, Davies et al. (2001), no sólo reportaron cepas del serotipo A1, sino 
también del serotipo A6, en la mayoría de los casos de pasteurelosis neumónica bovina. 
Esto es respaldado con recientes estudios en Alemania (Ewers et al., 2004) y los 
Estados Unidos (Al-Ghamdi et al., 2000), donde documentaron que el serotipo A6 
constituye el 30% del total de serotipos aislados. Esto es debido a que aparte de la 
estructura capsular, el serotipo A1 y A6, son estructuralmente muy similares (Morton et 
al., 1996). 
 
Por otro lado, el serotipo A2 es la causa más común de la pasteurelosis 
neumónica en ovinos (Shewen y Conlon, 1993), pero también hay un incremento de la 
prevalencia de los serotipos A5, A6 y A7 (Ewers et al., 2004). 
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2.2.3. Patogénesis y factores de virulencia 
 
La patogénesis de la pasteurelosis neumónica sigue siendo un tema de 
considerable especulación y controversia, debido a la complejidad de la enfermedad y 
a la falta de consistencia de los resultados obtenidos por ensayos experimentales 
(Mohamed y Abdelsalam, 2008). En estudios tempranos, Yates (1982) revisó varios 
resultados de trabajos de campo, donde demostraba que Mannheimia (Pasteurella) 
haemolytica no puede actuar solo como el patógeno causante de la enfermedad en la 
ausencia de un factor de predisposición bien definido. Prueba de ello, son las fallas en 
la inducción de la enfermedad por inoculación directa del organismo en animales sanos, 
siendo atribuido al rápido aclaramiento de la bacteria por mecanismos de defensa 
pulmonar; no obstante, en otros estudios, se indujeron suficientes signos clínicos de 
pasteurelosis neumónica aguda por inoculación intratraqueal o endobronquial de un 
cultivo puro de Mannheimia (Pasteurella) haemolytica en bovinos (Vestweber et al., 
1990), ovinos (Foreyt y Silflow, 1996) y cabras (Ngatia et al., 1986), sin la necesidad de 
un factor de predisposición. 
 
Por otro lado, muchos investigadores coinciden que la pasteurelosis neumónica 
es una complicación bacteriana secundaria de una previa infección viral del sistema 
respiratorio (Cutlip et al., 1993; 1996); sin embargo, el desarrollo secuencial de las 
lesiones pulmonares es mediada por interacciones complejas entre el organismo 
causante (existente como flora normal en el tracto respiratorio superior), el estado 
inmunológico del animal y el rol del factor de predisposición en la iniciación de la 
infección. No obstante, infecciones exógenas también pueden ocurrir por contacto 
directo con animales enfermos o a través de aerosoles infectados. En cualquier 
situación, la enfermedad es esencialmente gatillada por exposición súbita a una 
condición estresante y/o por infección inicial con ciertos virus respiratorios, micoplasmas 
o bacterias, que dañan los mecanismos de defensa pulmonar local, causando efectos 
deletéreos en las células ciliares y el revestimiento mucoso de la tráquea, bronquio y 
bronquiolos. Ante esta circunstancia, la bacteria, residente en la nasofaringe, ingresa a 
los bronquios ventrales, bronquiolos y alveolos por drenaje gravitacional a lo largo del 
piso traqueal y por ende llegan profundamente a introducirse al tejido pulmonar 
(Mohamed y Abdelsalam 2008). Las endotoxinas producidas por el rápido crecimiento y 
la multiplicación de las bacterias en los lóbulos infectados causan una trombosis 
intravascular extensiva de las venas pulmonares, capilares y vasos linfáticos, resultando 
en necrosis isquémico focal del parénquima pulmonar acompañado por una reacción 
inflamatoria severa dominada por exudados fibrinosos (López, 2001). Cabe destacar 
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que los neutrófilos cobran un papel importante en esta patogénesis, como lo demuestran 
Slocombe et al. (1985), en un experimento con terneros, donde los animales con 
neutrófilos disminuidos, usando hidroxiurea, presentaron valores normales de gases de 
sangre, tasa respiratoria y número circulante de leucocitos, después de haber sido 
inoculados con solución salina o con Mannheimia (Pasteurella) haemolytica. Además en 
la necropsia, los pulmones de estos animales fueron macroscópicamente normales; por 
el contrario, en grupos de terneros con niveles de neutrófilos normales e inoculados con 
Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, presentaron hipoxemia que persistió hasta la 
necropsia (6 horas después de la inoculación), desarrollando también bradicardia, 
neutropenia y linfopenia, además de lesiones pulmonares consistentes en necrosis de 
la pared alveolar y un severo exudado y bronconeumonía necrotizante, con acumulación 
de fluidos proteináceos en alveolos y vasos linfáticos, concluyendo, por lo tanto, que los 
neutrófilos son requeridos para la injuria pulmonar aguda inducida por Mannheimia 
(Pasteurella) haemolytica.   
 
La severidad de las lesiones, sin embargo, depende del nivel de proliferación de 
las bacterias y la cantidad de endotoxinas liberadas, lo que a su vez depende de la 
virulencia de la cepa bacteriana y el nivel en que la defensa del hospedero ha sido 
alterado (Dungworth, 1993).  
 
Los factores de virulencia de M. haemolytica que intervienen en el desarrollo de 
la pasteurelosis neumónica son numerosos. Siendo el rol de estos factores de virulencia 
en la patogenicidad de M. haemolytica, extensamente investigados, principalmente en 
bovinos (Zecchinon et al., 2005), motivo por el cual múltiples productos y componentes 
de M. haemolytica A1 han sido analizados y propuestos como factores de virulencia 
incluyendo una adhesina (Jaramillo et al., 2000), polisacáridos capsulares (Brogden et 
al., 1995), fimbrias (Morck et al., 1987, 1989), proteínas de membrana externa reguladas 
por hierro (OMPs) (Gatewood et al., 1994), leucotoxina (Lkt) (Shewen y Wilkie, 1985; 
1988), lipopolisacáridos (LPS) (Confer y Simons, 1986), lipoproteínas (Nardini et al., 
1998), neuraminidasas (Straus et al., 1998), un antígeno específico de serotipo (Lo et al., 
1991), sialoglicoproteasas (Lee et al., 1994) y proteínas de unión a transferrina (Potter 
et al., 1999). 
 
2.2.4. Leucotoxina (LktA): el arma principal de virulencia 
 
La leucotoxina (LktA) de M. haemolytica es una proteína lábil al calor, de pH 
estable y soluble en agua que es producida en altas concentraciones durante la fase 
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logarítmica de crecimiento (Shewen y Wilkie, 1985), donde el hierro es requerido para 
el crecimiento óptimo de la bacteria y la producción de la leucotoxina (Gentry et al., 
1986). LktA es una glicoproteína altamente inmunogénica, de 102-105 KDa, y es 
producida por todos los serotipos y cepas no tipificables de M. haemolytica, aunque el 
peso molecular, la cantidad de LktA producida y el grado de actividad biológica varía 
significativamente entre los serotipos (Saadati et al., 1997; Singh et al., 2011). 
 
Diversas investigaciones indican que la leucotoxina es el factor de virulencia 
principal que contribuye a los signos clínicos y daño pulmonar de la pasteurelosis 
neumónica bovina (BPP) (Jeyaseelan et al., 2002). Como lo demostró Ames et al. 
(1985), en un experimento in vivo, en ganado, donde realizó un desafío intratraqueal 
con Pasteurella haemolytica (ahora Mannheimia haemolytica), determinando una 
elevada correlación positiva entre la severidad de la enfermedad y la cantidad de 
leucotoxina secretada por la cepa de M. haemolytica. En otros ensayos, altos niveles de 
anticuerpos para LktA, fueron correlacionados con resistencia en BPP experimental y 
natural, y las vacunas enriquecidas con LktA bioactivas fueron protectoras en modelos 
experimentales de desafío para BPP (Srinand et al., 1996). Sin embargo, a pesar de la 
importancia de la leucotoxina, las cepas defectuosas en producir leucotoxinas son 
parcialmente atenuadas, sugiriendo que otros factores de virulencia son importantes en 
la patogénesis (Highlander, 2001). Lo anterior, coincide con estudios realizados por 
Conlon et al. (1991), donde las vacunas recombinantes de sólo leucotoxina de M. 
haemolytica A1, fueron menos eficaces con respecto a las vacunas recombinantes de 
leucotoxina asociadas a sobrenadantes de cultivos de Mannheimia, lo que nos indica 
que existen otros factores de virulencia que asociados a leucotoxina juegan un rol 
principal en la inmunidad protectora contra la pasteurelosis neumónica. 
 
2.2.4.1. Organización genética de la leucotoxina: síntesis, activación y secreción 
 
La organización genética de la leucotoxina está compuesta por un cluster de 
genes (Figura 2). El cluster de genes que codifican la leucotoxina de M. haemolytica ha 
sido secuenciado y se ha expresado la toxina en E. coli (Highlander et al., 1990). La 
organización genética del operón policistrónico (lktCABD) es similar al operón 
hemolisina de E. coli, y contiene cuatro genes. El primer gen es lktC, que codifica para 
una proteína LktC (165 aminoácidos-20KDa) que es responsable para la activación de 
la LktA, por acilación de ácidos grasos, siendo los grupos de ácidos grasos añadidos co 
o post-traduccionalmente a los residuos de lisina localizados entre las posiciones 
aminoacídicas 554–690 de la protoxina LktA, siendo un paso crítico para remover la 
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carga e incrementar la hidrofobicidad, permitiendo a la LktA insertarse a las células del 
hospedero y formar poros transmembrana. El segundo gen en el cluster es lktA, que 
codifica para la proteína estructural biológicamente inactiva, protoxina LktA (953 
aminoácidos-102KDa). Las proteínas LktB/D (708 aminoácidos-80KDa y 478 
aminoácidos-55KDa, respectivamente), codificadas por los genes lktB y lktD, son 
responsables del transporte y secreción de la LktA. Varios estudios sugieren que la LktA 
de M. haemolytica también podría ser transportada por un mecanismo similar al sistema 
de translocación/secreción tipo 1 de la hemolisina (HlyA) de E. coli (vía HlyB/HlyD/TolC), 
donde un péptido señal de ~70 aminoácidos en el extremo C-terminal es importante 
para su eficiente transporte (Narayanan et al., 2002; Jeyaseelan et al., 2002); (Figura 
3).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Organización genética del operon  leucotoxina de Mannheimia haemolytica y dominios 
presentes en la secuencia de aminoácidos de la leucotoxina A (LktA); (Modificado de Narayanan 
et al., 2002). 
13 
 
 
Figura 3. Síntesis, activación y secreción del prototipo toxina RTX: la hemolisina de E. coli 
(HlyA). HlyC (producto del gen hlyC) activa la prohemolisina inactiva (proHlyA) dirigiendo la 
proteína transportadora acylA (ACP) dependiente de la acilación covalente de ácidos grasos de dos 
residuos de lisina, lys 564-690. Un complejo de membrana celular consistente de productos de los 
genes hlyB, hlyD y tolC (B, D and Tol C) es necesario para la exportación de la proteína HlyA. P, 
promotor; CM, membrana citoplasmática; OM, membrana externa. (Modificado de Jeyaseelan 
et al., 2002).  
 
 
2.2.4.2. Análisis estructural-funcional y diversidad de la leucotoxina (LktA) 
 
LktA es una exotoxina formadora de poros y miembro de la familia RTX (Repeats in 
ToXin) de exotoxinas multidominios. Estas toxinas están genéticamente relacionadas y 
comparten un motivo común altamente conservado, consistente de una serie de 
repeticiones nonapéptidos de glicina-ácido aspártico (L/I/F–X–G–G–X–G–N/D–D–X) en 
el tercio caborxilo terminal de la molécula proteica (Jeyaseelan et al., 2002; Singh et al., 
2011). Este motivo conservado está involucrado en la unión al calcio y juega un rol vital 
en inducir la toxicidad en el leucocito, debido a su habilidad para formar una 
conformación terciaria requerida para la unión celular a su hospedero-blanco (Cruz 
et al., 1990). Este motivo, también contiene un sitio de reconocimiento requerido para el 
transporte de la LktA a través de la membrana biológica de la bacteria, por el sistema 
de secreción tipo 1 dependiente de tolC (Crosby y Kachlany, 2007). El anticuerpo 
neutralizante anti-LktA (MAb 601), que reconoce una región adyacente a las 
repeticiones ricas en glicina, suprime la unión a la célula blanco (Jeyaseelan et al., 
2002); (Figura 4).    
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Figura 4. Modelo lineal de LktA de M. haemolytica, representando varios dominios funcionales  de la 
toxina RTX. Se muestran lo sitios de unión para anticuerpos monoclonales  (MAb) 601 y 605. El 
anticuerpo neutralizante anti-LktA (MAb 601) reconoce una región proximal para repeticiones ricas 
en glicina y previene la unión de LktA y su efecto biológico. Sin embargo, el anticuerpo  no 
neutralizante anti-LktA (MAb 605) reconoce una región distal para repeticiones ricas en glicina 
(Modificado de Jeyaseelan et al., 2002).  
 
 
2.2.4.3. Biología molecular de la LktA: Mecanismo de acción  
 
LktA de M. haemolytica, actúa sólo en leucocitos y plaquetas de rumiantes 
(Clinkenbeard y Upton, 1991). Existen evidencias en varios estudios que apoyan la 
hipótesis de los efectos biológicos inducidos por la LktA debe implicar tanto la unión con 
el antígeno 1 asociado a función de linfocito (LFA-1; β2 integrina heterodímero 
CD11a/CD18) y la activación de una cascada de señales inducidas por LFA-1, presentes 
en leucocitos de bovinos (Jeyaseelan et al., 2001). 
 
Experimentos in vitro han respaldado que la LktA cumple un rol clave en la 
patogénesis del daño pulmonar de BPP, donde altas concentraciones de LktA son 
citocidas para macrófagos alveolares de bovino (BAMs) y neutrófilos, alterando la 
actividad antimicrobiana y facilitando la proliferación y la supervivencia de la bacteria 
dentro del pulmón (Maheswaran et al., 1980; Berggren et al., 1981). Monómeros de 
estas toxinas son insertadas dentro de la bicapa lipídica hidrofóbica, formando un poro 
hidrofílico, que permite la salida de K+ y la entrada de Ca2+, produciendo hinchazón 
osmótico y lisis celular. La citólisis de BAMs y neutrófilos resulta en la liberación de sus 
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enzimas proteolíticas y moléculas proinflamatorias, que pueden causar la degradación 
estructural del revestimiento alveolar (Jeyaseelan et al., 2002). 
 
A concentraciones sub-citocidas, la LktA activa macrófagos alveolares y 
neutrófilos, resultando en la translocación de factor de transcripción nuclear κB (NF-κB) 
dentro del núcleo (Hsuan et al., 1999), la liberación de varios mediadores inflamatorios, 
incluyendo radicales libres derivados de oxígeno y proteasas que contribuyen al daño 
celular endotelial pulmonar bovino (Maheswaran et al., 1993), así como la liberación de 
mediadores lipídicos (leucotrienos); (Wang et al., 1998), óxido nítrico (Yoo et al., 1996), 
citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β e IL-8); (Hsuan et al., 1999) y la inducción de 
apoptosis (Stevens y Czuprynski, 1996); (Figura 5).  
 
                                                                                                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema de la pleuroneumonía fibrinonecrotizante inducido por LktA en la infección de 
M. haemolytica. LktA inicialmente interactúa con los macrófagos alveolares bovinos residentes 
(BAMs) e induce la secreción de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β y IL-8); (1 y 2). Estas 
citoquinas aumentan las moléculas de adhesión celular en el endotelio  (3), permitiendo la migración 
de neutrófilos dentro del alveolo (4). Los neutrófilos transmigrados y BAMs son activados y 
citolisados por LktA (5). A su vez, estos eventos conducen la pleuroneumonía fibrinonecrotizante 
en pasteurelosis neumónica bovina (BPP). MPO, mieloperoxidasa; HOCl, ácido hipocloroso; RBC, 
glóbulos rojos. (Modificado de Jeyaseelan et al., 2002). 
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Además, a nivel subcitocida y a altas concentraciones, LktA induce la entrada de 
calcio (Ca+2), dependiente de concentración, hacía los BAMs (Hsuan et al., 1998) y 
neutrófilos (Cudd et al., 1999), indicando que la entrada de Ca+2 extracelular es 
necesario para producir esta respuesta celular  inducida por la leucotoxina; por ende, la 
interacción de la LktA con BAMs y neutrófilos es necesario y suficiente para causar 
inflamación y subsecuente daño pulmonar en BPP (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Un modelo de la respuesta de calcio inducido por LPS y LktA derivado de M. haemolytica. 
LPS causa elevación del calcio de almacenamiento intracelular a través de la activación de la 
proteína tirosin kinasa (PTK). LktA induce la elevación del calcio del medio extracelular a través de 
la activación de proteínas G, fosfolipasas A2 y C, resultando en liberación de ácido araquidónico 
(AA), que a su vez regula la entrada de calcio. DAG, diacil glicerol; IP3, inositol 1,4,5-trisfosfato; 
PIP2, fosfatidilinositol bisfosfato; PKC, proteína kinasa C; PTK, proteína tyrosin kinasa 
(Modificado de Jeyaseelan et al., 2002). 
 
2.2.4.4. Regulación transcripcional del cluster del gen lktA 
 
Las toxinas RTX son reguladas a nivel transcripcional por una diversidad de 
factores que actúan en cis y trans. El operon leucotoxina de M. haemolytica tiene dos 
promotores upstream del gen lktC, que se diferencian en 258 pb. Estos promotores 
producen dos distintos conjuntos de transcritos lktC, lktA, lktB y lktD. La mayoría de 
transcritos (90%) tienen 3.4–3.7 kb de longitud y codifican sólo para lktCA, mientras que 
el resto tienen 7.1–7.4 kb (10%), y codifican para lktCABD, generado por un mecanismo 
de antiterminación (Strathdee y Lo, 1989a; Koronakis et al., 1989). Análisis de la 
secuencia del cluster de genes de la leucotoxina indica la presencia de dos señales de 
terminación independientes de Rho, siendo uno localizado en la región intercistrónica 
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entre la lktA y lktB, y el otro está en la región directamente seguida de lktD (Strathdee y 
Lo, 1989b). 
 
La actividad promotora del operón leucotoxina llega al pico durante la fase 
logarítmica temprana del crecimiento bacteriano y declina durante la mitad del 
crecimiento logarítmico (Fedorova y Highlander, 1997). Esta observación sugiere que el 
crecimiento bacteriano y la expresión del operón lktA son co-regulados. Los factores 
ambientales involucrados en esta regulación incluyen cambios en la temperatura y la 
carencia de hierro, con secuencias claves requeridas (-10 y -35 pb desde el codón de 
inicio) para la actividad completa del promotor lktA (Marciel y Highlander, 2001).  
 
2.3. Inmunidad y vacunas frente a la pasteurelosis neumónica 
 
En recientes años, la administración inadecuada profiláctica y metafiláctica como 
control de la pasteurelosis neumónica ha conllevado al incremento de la resistencia 
antimicrobiana en aislados de M. haemolytica (72% de aislados) y P. multocida (50% de 
aislados) (Klima et al., 2014), observándose aislados con patrones de coresistencia y 
pan-resistentes (Lubbers y Hanzlicek, 2013); por lo cual, el control se ha enfocado más 
al desarrollo de vacunas.  
 
Inicialmente, el desarrollo de vacunas contra la pasteurelosis neumónica de 
bovinos y ovinos, se basaron en bacterias muertas, vivas o componentes celulares; no 
obstante, mientras algunas bacterias vivas o muertas han sido efectivas en pocos 
ensayos, otros fallaron para inducir inmunidad protectora (Sreevatsan et al., 1996). 
Asimismo, con el conocimiento de la producción de la leucotoxina durante la fase de 
crecimiento logarítmico, se desarrollaron vacunas libres de células, basadas en 
sobrenadantes de cultivo de Mannheimia haemoylica A1, logrando tener una eficacia de 
60 a 70%, no obstante los ensayos en campo fueron variables (Rice et al., 2008). 
Además, se han evaluado una gran variedad de vacunas de subunidades y candidatos 
vacunales recombinantes incluyendo leucotoxina y antígenos expresados bajo 
condiciones restrictivas de hierro. En un estudio donde desarrollaron vacunas de 
subunidades conteniendo leucotoxina (Lkt), Lipopolisacáridos (LPS), Polisacárido 
Capsular (CP) y Proteínas de Membrana Externa Reguladas por Hierro (IROMPs), 
derivadas de M. haemolytica A1, evaluaron e identificaron factores de virulencia 
específicos que se correlacionan con una inmunidad protectiva, encontrándose, en el 
suero de terneros, niveles de anticuerpos significativos contra Lkt, CP e IROMPs, lo cual 
indica que son candidatos vacunales potenciales para inducir una respuesta inmune 
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protectiva en la pasteurelosis neumónica experimental (Sreevatsan et al., 1996). Por su 
parte, Potter et al. (1999) evaluó proteínas recombinantes de unión a transferrinas de 
tipo B (rTbpB), de M. haemolytica A1, en terneros, indicando una correlación entre el 
nivel de protección y los niveles de anticuerpos anti-TbpB.   
 
Por otro lado, recombinantes de lipoproteínas de tipo E (rPlpE), resultó ser 
altamente inmunogénico cuando fue inyectado subcutáneamente en bovinos, 
adquiriendo una marcada inmunidad que intensificó la resistencia al desafío 
experimental (Confer et al., 2003). Un mapeo fino de epitopes en PlpE, mostraron 8 
regiones, de los cuales la región (R2), resultó ser la inmunodominante, sugiriendo que 
un simple péptido puede ser usado como una eficaz vacuna contra los dos serotipos de 
M. haemolytica (A1 y A6), mayormente responsables de la pasteurelosis neumónica 
bovina (Ayalew et al., 2004). 
 
En recientes estudios, utilizando como modelo a ratones, se evaluaron proteínas 
quiméricas PlpE–LKT, conteniendo el principal epitope R2 de PlpE y el epitope 
neutralizante de Lkt (NLKT) de M. haemolytica A1, estimulando anticuerpos anti-PlpE y 
anti-Lkt, lo cual demuestra que la respuesta inmune contra M. haemolytica puede ser 
inducida con proteínas quiméricas creadas de regiones inmunogénicas específicas de 
proteínas PlpE y Lkt (Ayalew et al., 2008). Estudios posteriores en bovinos, evaluaron 
la capacidad inmunogénica de esta proteína quimérica modificada (SAC-89), en 
desafíos experimentales de M. haemolytica A1; sin embargo, a pesar de que se obtuvo 
un 40% de reducción de la lesión neumónica en ganados vacunados con SAC-89, esto 
no fue significante, lo que nos indica que antígenos superficiales adicionales son 
requeridos para estimular niveles aceptables de protección contra desafíos de M. 
haemolytica (Confer et al., 2009).  
 
En la actualidad, tres tipos de vacunas contra Mannheimia haemolytica están 
con licencia en Europa: 1) antígenos de células totales inactivadas, 2) el toxoide 
leucotoxina, y 3) antígenos de superficie celular de M. haemolytica propagado bajo 
condiciones restringidas de hierro (Lacasta et al., 2015). La protección conferida por el 
primer tipo de vacuna está basada en antígenos de proteínas de membrana externa 
(OmpA) que son específicos para cada serotipo. Estas vacunas generalmente brindan 
adecuada protección contra serotipos homólogos pero fallan para proteger contra 
serotipos heterólogos (Purdy et al.,1998). Por ende, las vacunas están incorporando 
varios serotipos con el fin de ampliar su cobertura contra más agentes infecciosos. Sin 
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embargo, el ompA del serotipo A2, predominante en ovinos, presenta baja 
inmunogenicidad debido a su estructura de ácido colomínico (Davies et al., 1997).  
 
La incorporación del toxoide leucotoxina como candidato a vacuna mejora su 
eficacia, alcanzando niveles de protección mayores al 80% (Sutherland et al., 1989). 
Inclusive, la administración única de fragmentos recombinantes de leucotoxina, sin 
adición de bacterinas ni adjuvantes incrementa títulos de anticuerpos en ovinos y 
confiere protección completa contra infección experimental en ratones (Guzmán-
Brambila et al., 2012). En general, este tipo de vacunas promueve la producción de 
anticuerpos bactericidas y neutralizantes de leucotoxina resultando en buena protección 
de animales vacunados (Davies y Baillie, 2003).  
 
Vacunas con proteínas reguladas por hierro (IROMPs) confieren alto grado de 
protección, similar que el toxoide leucotoxina (mayor al 80%). Además, estudios 
experimentales confirmaron protección cruzada de una vacuna multivalente 
conteniendo IROMPs de M. haemolytica A1, A2, A6, A7 y A9, administrada a corderos 
desafiados con M. haemolytica A12 (Donachie, 1995). 
 
Finalmente, a pesar del gran repertorio de vacunas contra pasteurelosis 
neumónica, principalmente en bovinos y ovinos, el desarrollo de vacunas efectivas 
frente a M. haemolytica, tiene la dificultad de la multiplicidad de serotipos de esta 
especie y la existencia de variación antigénica intra e inter-serotipos (Davies et al., 2001; 
Lee y Davies, 2011). Adicionalmente, en la actualidad, no se han desarrollado vacunas 
frente a las bacterias o virus implicados en la etiología de las neumonías específicas 
para los camélidos en general y para las crías de alpacas en el Perú, en particular.   
 
 
2.4. Enfoque pan-genómico de la vacunología reversa  
 
El desarrollo de tecnologías de secuenciamiento de siguiente generación ha 
permitido la rápida disponibilidad de secuencias de genomas de patógenos, completos 
y precisos. Además, el incremento de modernas herramientas bioinformáticas 
disponibles para el análisis de la “minería” de información biológica incluida en la 
secuencias del genoma, han disminuido rotundamente el tiempo para la investigación y 
el desarrollo de vacunas. De esta manera, una combinación de tecnología de ADN 
recombinante y secuenciamiento completo de genomas bacterianos ha dado lugar a 
nuevos enfoques para el diseño de vacunas (Scarselli et al., 2005). Este enfoque 
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genómico para el desarrollo de vacunas ha sido denominado “vacunología reversa” 
(Mora et al., 2003).  
 
En ese sentido, la vacunología reversa, combinado con conocimientos de 
genómica comparativa y experimental, son considerados enfoques muy atractivos, 
proporcionando posibles antígenos conservados en el menor tiempo posible en 
comparación con el enfoque de la vacunología tradicional donde el screening es limitado 
a un número pequeño de antígenos basados en características conocidas de un 
patógeno. Además, el desarrollo de enfoques postgenómicos ha acelerado el 
descubrimiento de factores relacionados a la patogénesis, que son elementos claves en 
el diseño de nuevas vacunas (Bambini y Rappuoli, 2009; Madampage et al., 2015) 
(Figura 7). Ejemplos de patógenos bacterianos que han sido estudiados utilizando la 
vacunología reversa, incluyen Neisseria meningitidis serogrupo B (Pizza et al., 2000), 
Bacillus anthracis (Ariel et al., 2002), Streptococcus pneumoniae (Wizemann et al., 
2001), Staphylococcus aureus (Etz et al., 2002; Vytvytska et al., 2002), Chlamydia 
pneumoniae (Montigiani et al., 2002), Porphyromonas gingivalis (Käsbohrer et al., 1990), 
Edwardsiella tarda (Srinivasa et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis (Betts, 2002), y 
Leptospira interrogans (Gamberini et al., 2005).  
 
Actualmente, un enfoque pangenómico de la vacunología reversa está siendo 
aplicado en diferentes estudios con el fin de identificar variaciones genéticas entre cepas 
de una misma especie (por ejemplo cepas virulentas y avirulentas) y, por consiguiente, 
determinar candidatos vacunales conservados que brinden una protección cruzada 
(Serruto y Rappuoli, 2006; Mosquera-Rendón et al., 2016). El Streptococcus agalactiae, 
un grupo B de Streptococcus (GBS) responsable de la mastitis en bovinos, fue un 
ejemplo exitoso del enfoque pangenómico en el diseño de vacunas (Tettelin et al., 2002), 
donde 396 proteínas putativas expuestas a superficie fueron codificadas por genes core 
y 193, fueron de genes variables. De éstos, sólo cuatro antígenos indujeron una 
respuesta inmune fuerte, de los cuales sólo uno fue parte del genoma core, mientras 
que los otros genes que codifican para los tres antígenos, estaban presentes en el 75% 
de cepas. En general los cuatro antígenos presentaron una protección universal, 
representando al serotipo patogénico GBS (Maione et al., 2005). 
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Figura 7. Interacción entre los diferentes enfoques de la vacunología reversa para el diseño de vacunas. Un 
conjunto de antígenos potenciales puede ser identificado por  (1) análisis in silico de las secuencias del 
genoma, usando algoritmos que pueden predecir genes que codifican para proteínas asociadas a superficie, de 
secreción y antígenos de virulencia; (2) el enfoque genómico funcional, incluyendo el uso de técnicas 
proteómicas para identificar proteínas asociadas a membrana y técnicas de microarray de ADN para analizar 
expresión de genes, que ayudan a la comprensión de la interacción patógeno -hospedero; (3) el enfoque pan-
genómico, comparando múltiples genomas de la misma especie bacterial para identificar la presencia de genes 
y variabilidad entre aislados de la especie; (4) y recientemente por genómica estructural y sintética,  podrían 
proporcionar las bases para la ingeniería racional de antígenos potenciales. Todas estas áreas, soportada por 
estudios epidemiológicos moleculares para la selección de cepas representativas de un patógeno dado, tienen 
el potencial de favorecer el desarrollo de las llamadas vacunas de tercera generación , a través de la selección 
o el diseño de potenciales candidatos vacunales y llevarlos adelante en los ensayos clínicos (Modificado de 
Movahedi y Hampson, 2008; Bambini y Rappuoli, 2009). 
 
 
 
(3) 
(1) 
(2) 
(4) 
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2.5. Expresión de proteínas recombinantes en E. coli 
  
La disponibilidad de nuevos sistemas comerciales para la expresión de proteínas 
recombinantes junto con técnicas de purificación de proteínas ha revolucionado todos 
los aspectos de las ciencias biológicas y biomédicas, permitiendo estudiar cientos de 
nuevas proteínas, a nivel bioquímico y estructural, de una gran variedad de organismos. 
A pesar del desarrollo de múltiples sistemas de expresión recombinante no bacteriano 
(levadura, baculovirus, células mamíferos y sistemas libres de células), Escherichia coli 
es aún el hospedero preferido para la expresión de proteínas recombinantes de origen 
procariótico y eucariótico (Yin et al., 2007), por presentar múltiples ventajas como, a) la 
fácil manipulación y crecimiento de este organismo utilizando equipo de laboratorio 
relativamente simple, b) la disponibilidad de vectores y cepas desarrollados 
especialmente para maximizar la expresión, y c) el amplio conocimiento generado 
acerca de la genética y fisiología de E. coli. No obstante, una limitación de este sistema 
es la incapacidad de E. coli para llevar a cabo modificaciones post-traduccionales 
complejas como glicosilación, fosforilación o procesamiento proteolítico específico, 
típicas de los eucariotes y requeridas para lograr la conformación correcta y 
funcionamiento de ciertas proteínas (Zhang et al., 2004). Además, muchas proteínas no 
pueden ser expresadas en forma soluble cuando son sobreexpresadas en E. coli como 
sucede con algunas proteínas de membrana de grandes multidominios donde fallan 
para expresarse o se expresan en forma insoluble como cuerpos de inclusión 
(Vincentelli et al., 2003). 
 
Otras dificultades encontradas durante la producción de proteínas 
recombinantes en E. coli incluyen bajo niveles de expresión, degradación de la proteína, 
toxicidad y producción de proteínas no funcionales. Éste último se debe a la falta de 
modificaciones post-traduccionales de tipo eucariótico. 
 
2.5.1. Estrategias para lograr la expresión de proteínas solubles  
 
El problema de solubilidad de la proteína expresada puede ser enfocado a tres 
niveles: 1) molecular, 2) celular, o 3) cultivo celular. A nivel molecular, el gen de interés 
puede ser clonado downstream a un marcador de fusión así como Tiorredoxina (Trx), 
proteína de unión a maltosa (MBP), o Glutatión S-transferasa (GST) incrementando el 
nivel de expresión y la solubilidad de la proteína (Malhotra, 2011); (Esposito y 
Chatterjee, 2006). Además, la introducción de marcadores, así como GST y MBP 
permite la purificación de la proteína recombinante. Otra estrategia, es generar múltiples 
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constructos por cada proteína, cada uno expresando un diferente dominio o fragmento 
truncado, incrementando por ende la posibilidad de obtener una forma soluble de la 
proteína (Yumerefendi et al., 2010).  
 
Por otro lado, el incremento de la solubilidad a nivel celular puede ser logrado 
por la co-expresión del gen de interés con chaperonas moleculares (Thomas y Baneyx, 
1996); (Gragerov et al., 1992) o con proteínas de fusión específicas (Romier et al., 
2006). Una diferente estrategia para superar el problema de la solubilidad es alterar las 
condiciones de crecimiento o suplementar el cultivo bacteriano con varios aditivos como 
betaína o sorbitol (Blackwell y Horgan, 1991). En ensayos realizados por (Knapp et al., 
2008) donde trabajaron con cientos de proteínas recombinantes expresadas en E. coli, 
la disminución de la temperatura del cultivo entre 15-20°C durante la fase de inducción 
resultó en el mejoramiento de la solubilidad de muchas proteínas tanto de origen 
procariótico como eucariótico. 
 
La metodología de clonación tiene un gran impacto en las características del 
producto proteico final, así como en el tiempo y el costo de todo el proceso involucrado. 
El enfoque tradicional de clonación dependiente de ligación (LDC) ha sido utilizado 
ampliamente en las últimas décadas. Sin embargo, en recientes años, con el 
establecimiento del consorcio proteómico estructural, nuevas técnicas de clonación han 
sido desarrollados y gradualmente adaptados, reemplazando al enfoque LDC (Knapp 
et al. 2008). Estas nuevas estrategias son principalmente ténicas de clonación 
independiente de ligación (LIC) que consiste básicamente en la recombinación entre el 
inserto y el vector utilizado (por ejemplo, In-FusionTM de Clontech y Gateway de 
Invitrogen®). Un diferente enfoque consiste en el uso de overhangs de cadena simple 
para combinar el vector y el inserto (Gileadi et al., 2008). Un nuevo enfoque, derivada 
de la técnica LIC, es la clonación libre de restricción (RF). Este es un método simple y 
universal basado en la amplificación lineal del plásmido utilizando como primers a 
productos de PCR del gen de interés, la DNA polimerasa PfuTurbo y la enzima de 
digestión DpnI. La principal ventaja de la clonación RF es que la integración del DNA 
puede ser dirigida a cualquier posición dentro del plásmido y secuencias extras no son 
incluidas en el marco abierto de lectura (van den Ent y Löwe 2006); (Unger et al., 2010). 
 
2.5.2. Sistema de expresión Champion pET TOPO Directional  
 
El sistema de expresión Champion pET está basado en vectores de expresión 
originalmente desarrollado por Studier y colaboradores (Studier y Moffatt, 1986). Es una 
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tecnología LIC desarrollada por Invitrogen para la expresión en E. coli, purificación y 
detección de proteínas recombinantes. El sistema consiste en una serie de vectores 
pET TOPO que utiliza una estrategia eficiente (TOPO Cloning) para la clonación 
direccional de productos de PCR con extremos romos dentro del vector. Esta estrategia 
ha sido diseñada en base a la capacidad autocatalítica de la Topoisomerasa I (TOPO) 
proveniente del virus Vaccinia (Shuman, 1994; Cheng y Shuman, 2000). La secuencia 
overhang (GTGG) adicionada al DNA con la enzima TOPO invade y se alinea al extremo 
5’ (CACC) de los productos de PCR permitiendo la clonación en la dirección correcta. 
En general, estos vectores incluyen un promotor T7lac para la expresión, inducible por 
IPTG, del gen de interés en E. coli (Dubendorff y Studier 1991); (Studier et al., 1990); un 
sitio de clonación TOPO direccional para una eficiente clonación de productos de PCR 
con extremos romos; marcadores de fusión N-terminal o C-terminal para la purificación 
y detección de proteínas de fusión recombinantes; un sitio de reconocimiento de 
proteasa N-terminal para el clivaje del marcador de fusión de la proteína recombinante; 
el gen lacI que codifica un represor Lac para reducir la transcripción basal del promotor 
T7lac en el vector pET TOPO, y del promotor lacUV5 en el hospedero E. coli; un 
marcador de resistencia a antibiótico para la selección y; un origen pBR322 para la 
replicación en bajo número de copias y mantenimiento en E. coli (Figura 8). 
 
Además, el sistema de expresión incluye una cepa hospedera de E. coli 
denominada BL21 Star™(DE3) para un nivel de expresión alta y regulada de genes 
heterólogos bajo el promotor del bacteriófago T7 (Rosenberg et al., 1987); (Studier et al., 
1990). Esta cepa transporta el lisógeno DE3 del bacteriófago Lambda en la cual ha sido 
insertado un constructo lac. Este constructo presenta el gen lacI que codifica el represor 
Lac; y el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5. La proteína 
Lac reprime la expresión de la RNA polimerasa T7 pero en presencia de IPTG (isopropil-
β-D-1-tiogalactopiranósido) es inducida la expresión de la enzima a nivel del promotor 
lacUV5. En el presente trabajo se utilizó el vector de expresión pET102/D-TOPO que 
adicional a los elementos antes descritos, incluye un marcador de fusión N-terminal que 
codifica para una proteína tiorredoxina mutada que permite una adecuada purificación 
y, en algunos casos, mejora la solubilidad de la proteína recombinante expresada 
(LaVallie et al., 1993). 
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Figura 8. Mapa del vector de expresión pET102/D-TOPO (6315 bp). El tag V5 epitope y 6xHis 
en el vector son expresados junto a la proteína recombinante de interés, en su región N terminal, 
para su identificación utilizando anticuerpos específicos y purificación mediante cromatografía 
de afinidad, respectivamente. 
 
 
En el presente trabajo se tiene como objetivo clonar y expresar un potencial 
candidato vacunal contra la pasteurelosis neumónica en alpacas, seleccionada del pool 
de candidatos identificados en el pangenoma que incluye a todas las cepas virulentas 
disponibles de M. haemolytica, usando como estrategia el enfoque pan-genómico de la 
vacunología reversa. Debido a que no se cuenta con la secuencia del genoma de M. 
haemolytica y se desconoce que serotipo prevalece en alpacas, se hipotetiza que el 
serotipo A2 posiblemente se haya transferido horizontalmente y adaptado a las alpacas 
como consecuencia de la crianza mixta con los ovinos. Por lo tanto, la obtención de un 
candidato vacunal recombinante mediante la expresión heteróloga en E. coli nos 
permitirá a futuro realizar diversos ensayos funcionales y determinar así su relevancia 
como candidato vacunal contra la pasteurelosis neumónica en alpacas.   
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
 
3.1. Hipótesis 
 Dado que Mannheimia haemolytica puede ser aislada de muestras de 
pulmones de bovinos, ovinos y alpacas que manifiestan cuadro de 
neumonía, es probable obtener una proteína recombinante 
representativa de su pangenoma, que actúe como potencial candidato 
vacunal contra neumonía en alpacas.  
 
3.2. Objetivos 
3.2.1. Objetivo General 
 Obtener en E. coli un candidato vacunal recombinante representativo del 
pangenoma de Mannheimia haemolytica. 
 
3.2.2. Objetivos Específicos 
 
 Analizar el pangenoma de Mannheimia haemolytica y seleccionar 
candidatos vacunales representativos.  
 Clonar el gen codificante de un potencial candidato vacunal 
seleccionado. 
 Expresar en forma heteróloga en Escherichia coli el candidato vacunal.  
 Analizar el candidato vacunal recombinante expresado.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Secuencias genómicas 
 
Las secuencias del genoma de 19 cepas de Mannheimia haemolytica fueron 
descargados a través del sistema Entrez de la base de datos del proyecto genoma del 
NCBI (The National Center for Biotechnology Information); 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi): 9 secuencias genómicas completas 
de cepas aisladas de bovinos y 10 secuencias genómicas borrador (draft) de cepas 
aisladas de bovinos, ovinos y cerdo (Tabla 1). Todas las secuencias corresponden a 
cepas que fueron aisladas de animales con cuadro de neumonía. 
 
 
 
Tabla 1. Información general sobre los genomas de las 19 cepas de Mannheimia 
haemolytica usado en este trabajo.   
Cepas Serotipo Hospedero Genoma N° Accesión GenBank 
PHL213 A1 Bovino Draft AASA00000000 
D193 A1 Bovino Draft ATSY00000000 
USDA-ARS-
USMARC-183 A1 Bovino Completo CP004752.1 
MhBrain2012 A1 Bovino Draft ATSZ00000000 
MhSwine2000 A1 Cerdo Draft ATTA00000000 
D35 A2 Bovino Draft AUNK00000000 
D38 A6 Bovino Draft AUNL00000000 
OVINE A2 Ovino Draft ACZX00000000 
BOVINE A2 Bovino Draft ACZY00000000 
184 NS Bovino Completo CP006957.1 
H23 A6 Bovino Draft AOGP00000000 
D174 A6 Bovino Completo CP006574.1 
M42548-
ICEmh1 NS Bovino Completo CP005383.1 
USMARC_2286 NS Bovino Completo CP006619.1 
D153 A1 Bovino Completo CP005972.1 
D171 A2 Bovino Completo CP006573.1 
USDA-ARS-
USMARC-185 A6 Bovino Completo CP004753.1 
MH10517 NS Ovino Draft JPIZ01000000 
89010807N A1 Bovino Completo CP011098 
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4.2. Análisis del pangenoma de M. haemolytica y selección de candidatos 
vacunales representativos 
 
En esta parte de la investigación se utilizó el enfoque Pan-Genómico de la 
vacunología reversa con el fin de identificar y seleccionar antígenos inmunoprotectivos 
como candidatos vacunales representativos en el pangenoma de M. haemolytica y con 
potencial para protección cruzada contra cepas virulentas que causan la pasteurelosis 
neumónica. Los análisis fueron llevados a cabo en un WorkStation Intel Core i7 sexta 
generación, 16GB RAM, 2 TB disco, bajo la plataforma Linux, distribución Ubuntu 14.04. 
 
4.2.1. Cálculo del Pan-Genoma, genoma core y accesorio 
 
Secuencias genómicas de 19 cepas de M. haemolytica disponibles en la base 
de datos del GenBank fueron analizados comparativamente usando una estrategia pan-
genómica. Todos los genomas, completos y draft, fueron re-anotados con el programa 
Prokka v1.11 (http://www.vicbioinformatics.com/software.prokka.shtml) (Seemann et al., 
2014) con el fin de homogenizar la anotación y crear archivos en formato GFF3. Estos 
archivos se utilizaron como input para la construcción del pangenoma y el cálculo del 
genoma core y accesorio usando el pipeline Roary v.3.6.0 (https://sanger-
pathogens.github.io/Roary/). En general, Roary (Rapid large-scale prokaryote pan 
genome analysis), es una herramienta que integra un conjunto de programas para 
generar el pangenoma de aislados bacterianos relacionados, identificando genes core 
y accesorios (Page et al., 2015). El análisis se basa en filtrar y pre-agrupar las proteínas 
con CDHIT (Fu et al., 2012), realizar una comparación de todo contra todo (all-against-
all) con el programa BlastP, agrupar con MCL (Enright et al., 2002) y finalmente 
converger los resultados de CDHIT y MCL.   
 
Un mapa circular del pangenoma analizado fue creado con la herramienta de 
comparación CGView (Grant et al., 2012), utilizando como cepa referencia y semilla a 
M. haemolytica A6 USDA-ARS-USMARC-185. En el análisis comparativo fue tomado 
en cuenta parámetros robustos como una identidad cutoff de 95%, cobertura 100% y un 
e-value de 1e-10. 
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4.2.2. Caracterización funcional y selección de candidatos vacunales 
 
Ortología KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para la 
caracterización funcional de los genes core y accesorios se realizaron con el servidor 
de anotación automático BlastKOALA (Kanehisa et al., 2016). Análisis de genes de 
virulencia candidatos fueron realizados en el genoma core y accesorio mediante el 
algoritmo desarrollado por Juscamayta (2013). En breve, para cada genoma, proteínas 
extracelulares y de membrana externa fueron seleccionadas. De éstas, sólo fueron 
considerados proteínas con hélices transmembrana ≤ 1. Todos los antígenos mayores 
que 1000 aminoácidos fueron descartados. Análisis de similitud con proteínas de ratón 
y cerdo fueron realizados con el servidor Vaxign (He et al., 2010). 
 
4.2.3. Análisis filogenómico de especies de M. haemolytica 
 
El cluster de genes core creados fueron alineados usando el programa PRANK 
(Löytynoja, 2014). Polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) fueron extraídos del 
alineamiento de los genes core con el programa SNP-sites (Page et al., 2016). El árbol 
filogenómico, basado en secuencias concatenadas de SNPs en el genoma core, fue 
construido con el programa FastTree v2.1 utilizando el método Maximum Likelihood  y 
bajo el modelo evolutivo general de tiempo reversible (GTR); (Price et al., 2010). 
 
Finalmente, un script en Python (roary_plots.py) fue utilizado para visualizar el 
árbol filogenómico creado contra una matriz con la presencia y ausencia de genes core 
y accesorio en todas las cepas. 
 
 
4.3. Clonación y expresión de la leucotoxina como candidato vacunal 
4.3.1. Diseño de primers 
 
Los oligonucleótidos para amplificación y clonación fueron diseñados utilizando 
los programas Geneious v. 4.8.5, Genamics Expression y FastPCR v. 6.5.56, tomando 
como molde el Marco Abierto de Lectura (ORFs) de una variante de la leucotoxina 
identificada en el pangenoma de M. haemolytica, como potencial candidato vacunal. 
Además, adaptadores CACC fueron colocados en el extremo 5’ del primer forward. 
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4.3.2. Cepas bacterianas, plásmidos y condiciones de crecimiento 
 
Mannheimia haemolytica ATCC 33396 fue reactivado en placas conteniendo 
medio agar tripticasa soya (Merk) suplementada con 5% de Agar Sangre e incubadas a 
37ºC por 24 horas bajo condiciones aeróbicas (Rosadio et al., 2011). Plásmido 
PET102/D-TOPO (Invitrogen) fue usado para la clonación del gen leucotoxina 
seleccionado obteniendo un plásmido pET102-lktA. Cepas transformantes E. coli One 
Shot/TOP10 y BL21 StarTM (DE3) One Shot® (Invitrogen) fueron cultivadas en medio 
Luria Bertani (LB) suplementado con carbenicilina (200 μg/ml), para un crecimiento 
selectivo.  
 
4.3.3. Extracción de ADN genómico 
 
Una colonia aislada de M. haemolytica fue cultivado en 1 ml de medio LB e 
incubada a 37ºC por 18-24 horas bajo condiciones aeróbicas. La  extracción de ADN 
genómico fue llevado a cabo con el Kit de Purificacion Wizard Genomic DNA (Promega), 
según el protocolo establecido con mínimas modificaciones. Previamente, las células 
fueron concentradas por centrifugación a 14000 RPM por 2 minutos. El ADN genómico 
fue almacenado a -20°C. Posteriormente, se evaluó la cantidad (concentración) y la 
calidad (pureza) del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8%) y utilizando 
el marcador fago ʄ Hind III (Promega). 
 
4.3.4. Amplificación del gen lktA y control mediante PCR 
 
El gen lktA (2856 pb) de M. haemolytica fue amplificado por PCR utilizando la 
Pfu DNA polymerase (Thermo Scientific) y los primers diseñados: lktA-F (5’-CAC CGG 
TAA TAA ATT TAC TAA TAT TTC-3’) y lktA-R (5’-AGC TGC TCT AGC AAA TTG AAG 
AG-3’). Un gen control (750 pb) también fue amplificado utilizando el ADN template y los 
primers provisto por el Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen). 
 
Las concentraciones estandarizadas fueron las siguientes: dNTP’s 0.2 mM, 
MgCl2 2.5 mM, primers 0.5 µM, 1 U de enzima Pfu DNA polymerase. Pfu Buffer 1X para 
el gen lktA; y dNTP’s 0.2 mM, MgCl2 2.5 mM, primers 0.1 μg/μl, 1 U de enzima Pfu DNA 
polymerase. Pfu Buffer 1X, para el gen control. En ambos casos se utilizó 1μl de ADN, 
en un volumen final de 25 μl. Las condiciones óptimas de amplificación fueron de un 
ciclo de denaturación inicial a 95°C por tres minutos; 35 ciclos, de denaturación a 95°C 
por 30 segundos, hibridación a 55°C por 30 segundos y extensión a 72°C por 5 minutos; 
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y un ciclo de una extensión final a 72°C por 15 minutos, para el gen lktA; y un ciclo de 
denaturación inicial a 94°C por dos minutos; 25 ciclos, de denaturación a 94°C por un 
minuto, hibridación a 55°C por un minuto y extensión a 72°C por un minuto; y un ciclo 
de una extensión final a 72°C por 7 minutos, para el gen control.  Los productos 
amplificados fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (1% y 1.5% en 0.5X 
TBE) a 90 V por 1.2 h, teñidos con bromuro de etidio (0.5 μg/ml) y visualizados en un 
transiluminador UV a 320nm. El tamaño de los insertos fueron verificados con los 
marcadores 1kb DNA Ladder y 100pb DNA Ladder (BioLabs) y su concentración fue 
determinada por comparación con fragmentos de tamaño similar de una concentración 
determinada de MassRulerTM DNA Ladder (Thermo Scientific). La imagen de la 
electroforesis en gel de agarosa fue analizada con el programa ImageJ. 
 
4.3.5. Purificación de productos de PCR 
 
Los productos de PCR del gen lktA fueron purificados utilizando el PureLink® 
Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Productos de PCR del gen control fueron purificados a partir 
del gel de agarosa (1.5%), utilizando el mismo kit. En general, el área conteniendo el 
fragmento de ADN fue cortado con un bisturí estéril y 100mg de este fragmento fue 
solubilizado con 300 µl de buffer L3 (Invitrogen) e incubado a 50°C por 18 minutos, 
mezclándolo en vortex cada 3 minutos. Luego, se mezcló con 100 µl de isopropanol y 
fue colocado en una columna dentro de un tubo colector y centrifugado a 13000 RPM 
por 1 minuto. Posteriormente, 500 µl de buffer de lavado W1 (Invitrogen) fue adicionado 
a la columna y centrifugado a 13000 RPM por 1 minuto seguido por dos centrifugaciones 
de 3 minutos. Finalmente, 50 µl de buffer de elución E1 (Invitrogen) fue adicionado al 
centro de la columna, incubado por 2 minutos a temperatura ambiente y centrifugado a 
13000 RPM por 1 minuto.  
 
Los amplicones purificados fueron separados por electroforesis en gel de 
agarosa (1% y 1.5% en 0.5X TBE) a 90 V por 1.2 h, teñidos con bromuro de etidio (0.5 
μg/ml) y visualizados en un transiluminador UV a 320nm. El tamaño de los insertos 
fueron verificados con los marcadores 1kb DNA Ladder y 100pb DNA Ladder (BioLabs) 
y su concentración fue determinada por comparación con fragmentos de tamaño similar 
de una concentración determinada de MassRuler DNA Ladder, Mix (Fermentas) y 
MassRulerTM High Range DNA Ladder (Thermo Scientific). La imagen de la 
electroforesis en gel de agarosa fue analizada con el programa ImageJ. El ADN 
purificado fue almacenado a -20°C. 
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4.3.6. Clonación del gen lktA y transformación 
 
La clonación del gen lktA y control fueron llevados a cabo usando el Champion™ 
pET 102 Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones 
del fabricante con algunas modificaciones y a Sambrook et al. (1989). Previamente, sólo 
los productos de PCR purificados del gen control fueron diluidos en buffer Tris-EDTA 
(TE), pH 8 hasta una concentración final de 5ng/µl. Los fragmentos amplificados con 
extremos romos fueron ligados dentro del vector pET102/D-TOPO (6315 pb) con una 
tasa molar de 2:1 (inserto: vector). La reacción de clonación TOPO fue de acuerdo como 
indica la Tabla 2, con una incubación de 20 minutos (lktA) y 5 minutos (control positivo 
y negativo, respectivamente) a temperatura ambiente (22-23°C). La cantidad de inserto 
a clonar fue determinado en base al tamaño y cantidad del vector, relación molar, así 
como al tamaño del inserto, siguiendo la siguiente fórmula:  
 
 
x ng de inserto = 2 × tamaño inserto (pb) × cantidad de vector (ng) 
tamaño vector (pb) 
 
 
Plásmidos recombinantes (pET102-lktA y pET102-control positivo) y el vector 
vacío pET102 (control negativo) fueron transformados en células químicamente 
competentes (E. coli One Shot/TOP10) e incubadas en hielo por 30 minutos. 
Seguidamente, fue realizado un shock térmico a 42°C por 30 segundos e 
inmediatamente transferidos a hielo. Luego, 250 µl de medio S.O.C. fueron adicionados 
a los transformantes e incubados con movimiento (225 RPM) a 37°C durante una hora. 
Posteriormente, 100 µl y 200 µl de cada transformación fueron sembrados en placas de 
agar LB suplementado con carbenicilina a una concentración de 200 μg/ml e incubadas 
a 37°C durante 18 horas. 
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Tabla 2. Reacción de clonación TOPO para el gen lktA, gen control (control positivo) y vector 
vacío (sin inserto) utilizado como un control negativo. Los plásmidos fueron transformados 
en cepas E. coli químicamente competentes. 
Reagentes 
E. coli químicamente competentes 
Gen lktA (18ng) 
2856 pb 
Gen control (5ng) 
750 pb 
Vector vacío 
6315 pb 
 
Productos PCR 
Solución salina 
Agua estéril 
Vector TOPO 
 
 
2 ʅl 
1 ʅl 
Ϯ ʅl 
1 ʅl 
 
1 ʅl 
1 ʅl 
ϯ ʅl 
1 ʅl 
 
- 
1 ʅl 
ϰ ʅl 
1 ʅl 
Volumen total 6 μl 6 μl 6 μl 
 
 
4.3.7. Análisis de clones recombinantes 
4.3.7.1. Minipreparaciones de plásmidos y conservación 
 
Colonias resultantes de la transformación fueron analizadas para la presencia 
del correcto constructo recombinante mediante minipreparaciones de plásmidos. En 
general, una simple colonia fue sembrada en 5ml de medio líquido LB suplementado 
con carbenicilina (200 μg/ml) e incubadas con movimiento (200 RPM) a 37° por 18 
horas. Posteriormente, los plásmidos fueron aislados utilizando el PureLink™ HQ Mini 
Plasmid Purification Kit (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante con 
algunas modificaciones. En resumen, 5 ml de cada cultivo overnight crecido en caldo 
LB más carbenicilina fueron divididos en dos tubos estériles con 1.5 ml de cultivo y 
centrifugados a 1, 500 xg por 15 minutos. Los pellets resultantes fueron resuspendidos 
en 240 µl de solución de resuspensión (Invitrogen) con ARNasa A (0.1mg/ml) y 
mezclados por pipeteo y en vortex. Luego, 240 µl de buffer lisis (Invitrogen) fueron 
adicionados, mezclados por inversión 8 veces e incubados a temperatura ambiente por 
3 minutos. Posteriormente, se adicionaron 340 µl de buffer de neutralización/unión 
(Invitrogen), se mezclaron por inversión 8 veces y se centrifugaron a 17, 900 xg por 10 
minutos. Cada lisado por muestra fue colocado en una columna dentro de un tubo 
colector dos veces y centrifugados a 14, 000 xg por 1 minuto. Luego, 650 µl de buffer 
de lavado (Invitrogen) fueron adicionados a las columnas y centrifugados a 14, 000 xg 
por 1 minuto seguido por un centrifugado adicional de 17, 900 xg por 3 minutos. 
Finalmente, 50 µl de buffer de elución (Invitrogen) fueron adicionados al centro de las 
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columnas, incubados por 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugados a 17, 900 xg 
por 1 minuto. Los plásmidos aislados fueron almacenados a -20°C.  
 
Paralelamente, preparaciones de glicerol stock fueron realizados para conservar 
los clones transformantes analizados. De los 5 ml de cultivo resultante para las 
minipreparaciones, 0.85 ml fueron utilizados y mezclados con 0.15 ml de glicerol 100%, 
grado molecular (Thermo Scientific) en un criovial, para ser almacenados a -80°C. 
 
4.3.7.2. Identificación del gen control clonado con enzima de restricción 
 
Plásmidos con el gen control fueron analizados por digestión con la enzima de 
restricción PstI (Thermo Scientific), para confirmar la presencia y correcta orientación 
del inserto. En un tubo de 1.5 ml fueron mezclados 15 µl de agua ultrapura (Invitrogen), 
2 µl de Buffer O 10X, 2 µl de plásmido y 1 µl de enzima PstI, para ser incubados a 37°C 
por 1.5 horas. Luego, a cada reacción se le adicionó EDTA 0.5 M, pH 8 (20 mM final) 
con el fin de parar la reacción de digestión. 
 
4.3.7.3. Identificación del gen lktA clonado por PCR colonia 
 
La presencia del inserto (gen lktA) en los transformantes E. coli One Shot/TOP10 
fueron verificados por PCR colonia y confirmado por PCR directo a partir de los 
plásmidos aislados en las minipreparaciones. Para tal fin, se utilizó el primer de 
secuenciamiento forward del vector pET102-TOPO (TrxFus Forward: 5´-TTC CTC GAC 
GCT AAC CTG-3´) y el primer reverse del gen lktA (5´-AGC TGC TCT AGC AAA TTG 
AAG AG-3´). Previamente, para la PCR colonia, las colonias transformantes 
conservadas en glicerol stock a -80°C, fueron reactivadas en placas de agar LB con 
carbenicilina (200 μg/ml) e incubadas a 37°C durante 18 horas, para luego ser 
resuspendidas en 3 µl de NaOH (10 mM) y calentadas a 99°C por 10 minutos, según la 
metodología de Makovets (2013). Las concentraciones estandarizadas fueron las 
siguientes: dNTP’s 0.2 mM, Pfu Buffer 1X con MgSO4 2 mM (2.5mM para el PCR 
directo), primer forward 0.05 µg, primer reverse 0.2 µM (0.5 µM para el PCR directo), 
1.25 U de enzima Pfu DNA polymerase (1U para el PCR directo), 1 ng de plásmido (para 
el PCR directo), en un volumen final de 22 μl (20 μl para el PCR directo). Las condiciones 
óptimas de amplificación fueron de un ciclo de denaturación inicial a 95°C por tres 
minutos; 35 ciclos (30 para el PCR directo), de denaturación a 95°C por 30 segundos, 
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hibridación a 52°C por 30 segundos (54°C para el PCR directo) y extensión a 72°C por 
5 minutos; y un ciclo de una extensión final a 72°C por 15 minutos.   
 
Plásmidos, productos de PCR y fragmentos digeridos con enzima de restricción 
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (1% en 0.5X TBE) a 90 V por 1.2 
h, teñidos con bromuro de etidio (0.5 μg/ml) y visualizados en un transiluminador UV a 
320nm. Los pesos moleculares utilizados fueron 1kb plus DNA Ladder (BioLabs) y 
MassRuler High Range DNA Ladder (Thermo Scientific). La imagen de la electroforesis 
en gel de agarosa fue analizada con el programa ImageJ. 
 
 4.3.8. Expresión de la proteína LktA recombinante como candidato vacunal  
 
El plásmido pET102-lktA fue transformado en E. coli BL21 StarTM (DE3) One 
Shot® de acuerdo a la metodología descrita en 4.3.5. Luego, del tiempo de incubación 
con movimiento (225 RMP) a 37°C por 45 minutos, los transformantes fueron sembrados 
directamente en 10 ml de caldo LB conteniendo carbenicilina (200 μg/ml) y 1% de 
glucosa, para ser incubados con movimiento (225 RPM) a 37°C por 16 horas. 
Posteriormente, 500 µl de este cultivo fueron sembrados en 10 ml de caldo LB con 
carbenicilina (200 μg/ml) y 1% de glucosa e incubados con movimiento (225 RPM) a 
37°C por 2.5 horas (DO600nm de 0.6-0.8). Luego, el cultivo fue dividido en dos cultivos de 
5 ml (inducido y no inducido), donde sólo a uno fue adicionado IPTG (1mM) para la 
inducción de la expresión e incubados con movimiento (225 RPM) a 37°C por 6 horas. 
Durante la incubación, 500 µl del cultivo inducido y no inducido fueron removidos, cada 
1 hora, y centrifugados a 14, 000 RPM por 35 segundos, con el fin de determinar el 
tiempo óptimo de expresión. Los pellets fueron almacenados a -20°C. E. coli BL21 
StarTM (DE3) fueron también transformados con 10 ng de plásmido pET102/D/lacZ y 
sin plásmido, para ser utilizados como control positivo y negativo en la expresión, 
respectivamente.  
 
 
4.4. Análisis de la proteína recombinante LktA expresada por SDS-PAGE 
4.4.1. Preparación de las muestras y condiciones de SDS-PAGE 
 
Proteínas solubles e insolubles de clones recombinantes de E. coli fueron 
analizados por SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida-sodio dodecil 
sulfato), según el método de Laemmli (1970) en un sistema vertical discontinuo, 
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denaturante y reductor (Miniprotean Cell, BIORAD). Previamente, los pellets obtenidos 
en la expresión fueron descongelados y resuspendidos en 500 µl de buffer lisis (pH 7.8) 
con lisozima (1mg/ml); (Anexos). Luego, las muestras fueron congeladas a -80°C por 20 
minutos, rápidamente descongeladas a 42°C y mezcladas en vortex (4 ciclos de 
congelamiento-descongelamiento-vortex). Posteriormente, las muestras se 
centrifugaron a 14, 000 RPM por 20 minutos. Los pellets obtenidos fueron 
resuspendidos en 500 µl de buffer de muestra SDS-PAGE 1X (Anexos), mientras que 
los sobrenadantes fueron solubilizados en volúmenes equivalentes de buffer de muestra 
SDS-PAGE 2X (Anexos). Ambas muestras fueron calentadas a 95°C por 5 minutos y 10 
µl de cada uno fue cargado en el gel de poliacrilamida. El gel de empaquetamiento y 
separación fueron preparados a una concentración de 4% y 10% (w/v) de acrilamida, 
respectivamente (40% acrilamida/bisacrilamida, 37.5:1) (Tabla 3). 
 
  
Tabla 3. Soluciones para preparación del gel de empaquetamiento y separación al 4% y 
10% de acrilamida, respectivamente, para un volumen de 10 ml. 
Componentes 
Gel de empaquetamiento Gel de separación 
4 % (para 10 ml) 10 % (para 10 ml) 
40% Acrilamida/Bis 1 ml 2.5 ml 
Buffer* 2.52 ml 2.5 ml 
10% SDS (w/v) 100 µl 100 µl 
H2Od 6.36 ml 4.85 ml 
TEMED 10 µl 5 µl 
10% APS (w/v) 50 µl 50 µl 
*Buffer de gel  de empaquetamiento: 0.5 M Tris -HCl , pH 6.8; Buffer de gel  de separación: 1.5 M Tris-HCl, pH 
8.8; SDS: dodeci l sul fato sódico; H2Od: agua desti lada estéril; TEMED: tetrametiletilendiamina; APS: persulfato 
de amonio. 
 
La corrida electroforética fue mantenida en un sistema con buffer de corrida Tris-
Glicina-SDS 1X (pH 8.3); (Anexos), consistiendo en una pre-corrida de 90 V por 10 
minutos; y una corrida final de 180 V por 60 minutos. El peso molecular de las bandas 
fue calculado por comparación con el perfil de bandas del marcador de peso molecular 
de Spectra Multicolor High Range Protein Ladder (Fermentas).  
 
37 
 
4.4.2. Tinción de proteínas con nitrato de plata  
 
El gel de poliacrilamida fue coloreado con Nitrato de Plata, según la metodología 
de Chevallet et al. (2006) y algunas modificaciones. Todas las incubaciones fueron con 
movimiento y a temperatura ambiente. En general, el gel fue inmerso en 100 ml de 
solución fijadora (ácido acético glacial 10%, etanol 30% y H2Od); (Anexos) y se incubó 
por 30 minutos. Luego, se eliminó la solución y el gel se incubó con 100 ml de solución 
etanol 30% por 10 minutos (2 veces). Seguido, de dos lavados con 100 ml de agua 
destilada estéril (H2Od) con incubación por 10 minutos. Inmediatamente, el gel fue 
incubado con 100 ml de solución tiosulfato de sodio 0.02% durante 1 minuto (Anexos). 
Luego, el gel fue lavado dos veces con 100 ml de H2Od con incubación por 1 minuto. 
Posteriormente, el gel fue incubado con solución de nitrato de plata (0.2%) durante 30 
minutos (Anexos), seguido por un lavado con H2Od con incubación por 10 segundos. 
Luego, el gel fue incubado con 100 ml de solución reveladora (Na2CO3, formaldehido 
37%, tiosulfato de sodio y H2Od); (Anexos) con agitación constante hasta evidenciar las 
bandas, momento en el cual la reacción fue detenida agregando la solución de parada 
(tris, ácido acético glacial y H2Od); (Anexos), seguido por un lavado final con H2Od por 
10 segundos. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Análisis del pangenoma de M. haemolytica y selección de candidatos 
vacunales representativos 
5.1.1. Cálculo del Pan-Genoma, genoma core y accesorio 
 
Un total de 19 genomas disponibles de cepas virulentas de M. haemolytica 
fueron nuevamente anotados para analizar su pangenoma. El % GC de los genomas 
está en el rango de 40.84 - 41.30. Asimismo, los genomas varían en tamaño de 2.47Mb 
hasta 2.73Mb, conteniendo 2,410 – 2,780 secuencias codificantes de proteínas (Tabla 
4).  
 
 
 
Tabla 4. Anotación de los genomas de las 19 cepas de Mannheimia haemolytica usado en este trabajo.  Los 
genomas fueron descargados de la base de datos del GenBank y re-anotados con Prokka v1.11. 
Cepas Serotipo Hospedero Genoma Tamaño (Mb) %GC CDSs ARNt 
N° Accesión 
GenBank 
PHL213 A1 Bovino Draft 2.67 41.1 2601 34 AASA00000000 
D193 A1 Bovino Draft 2.68 41.0 2716 57 ATSY00000000 
USDA-ARS-
USMARC-183 A1 Bovino Completo 2.66 41.0 2670 65 CP004752.1 
MhBrain2012 A1 Bovino Draft 2.73 41.1 2765 65 ATSZ00000000 
MhSwine2000 A1 Cerdo Draft 2.71 41.0 2762 55 ATTA00000000 
D35 A2 Bovino Draft 2.49 41.3 2457 37 AUNK00000000 
D38 A6 Bovino Draft 2.61 40.9 2645 49 AUNL00000000 
OVINE A2 Ovino Draft 2.58 41.1 2567 37 ACZX00000000 
BOVINE A2 Bovino Draft 2.48 41.1 2460 48 ACZY00000000 
184 NS Bovino Completo 2.52 41.1 2436 63 CP006957.1 
H23 A6 Bovino Draft 2.66 40.8 2674 46 AOGP00000000 
D174 A6 Bovino Completo 2.70 41.1 2780 66 CP006574.1 
M42548-
ICEmh1 NS Bovino Completo 2.73 41.0 2772 61 CP005383.1 
USMARC_2286 NS Bovino Completo 2.66 41.1 2674 64 CP006619.1 
D153 A1 Bovino Completo 2.68 41.0 2717 62 CP005972.1 
D171 A2 Bovino Completo 2.50 41.1 2478 60 CP006573.1 
USDA-ARS-
USMARC-185 A6 Bovino Completo 2.54 41.0 2480 61 CP004753.1 
MH10517 NS Ovino Draft 2.47 40.84 2410 46 JPIZ01000000 
89010807N A1 Bovino Completo 2.71 41.03 2728 65 CP011098 
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El pangenoma resultante de M. haemolytica contiene un total de 4391 genes no 
redundantes, que es 1.7 veces el promedio del número total de genes en cada uno de 
las 19 cepas (2621). Un subconjunto de genes del pangenoma, presentes en todas las 
cepas, fue calculado (genoma core), resultando en 1609 clusters de genes, la cual 
representan el 37% del pangenoma de las especies estudiadas (4391). Asimismo, un 
conjunto de genes que no fueron incluidos en el genoma core y/o que fueron únicos 
(presentes en sólo 1 genoma), fueron referidos como el genoma accesorio. Este 
contiene 2782 clusters de genes y representan el 63% de los genes encontrados en el 
pangenoma de M. haemolytica (Tabla 5). 
 
  
 
 
Tabla 5. Principales características del Pangenoma de Mannheimia haemolytica. 
Características analizados Pangenoma de M. haemolytica 
Genomas 19 
Total de genes 49,792 
Promedio del tamaño del genoma 2621 genes 
Tamaño del pangenoma (genes no redundantes) 4391 
Genoma core 1609 genes 
Genoma accesorio 2782 genes 
Genes únicos 948 genes 
  
 
 
La figura 9 representa la prevalencia de todos los genes del pangenoma presente 
en las cepas/genomas analizados. Se observa que los 4391 genes no redundantes 
están distribuidos de acuerdo a su frecuencia alrededor de todos los genomas, 
distinguiéndose tres categorías: el genoma core, el genoma accesorio (con una 
frecuencia variable) y los genes únicos (genes presentes en una sola cepa).  
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Figura 9. Histograma de la prevalencia de diferentes clusters de genes presentes en el pangenoma 
de Mannheimia haemolytica. 
 
 
Posteriormente, se examinó la arquitectura del pangenoma de las 19 cepas de 
M. haemolytica y las ubicaciones relativas de los elementos genómico core y accesorio 
a través de un mapa circular genómico comparativo. Los resultados revelan un largo 
gap intermitente entre la región de 0 kpb hasta 2500 kpb y gaps pequeños de 50 kpb 
aproximadamente (genoma accesorio). Además, se observan patrones de delecciones 
generalizados en todas las cepas comparados con respecto a M. haemolytica A6 USDA-
ARS-USMARC-185; y un conjunto de regiones únicas (singletons) y regiones 
compartidas en todas las cepas (genoma core), a lo largo de todo el pangenoma (Figura 
10). 
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Figura 10. Mapa circular genómico comparativo del pangenoma de 19 cepas virulentas de Mannheimia 
haemolytica (Mh). El orden de los anillos del más interno al más externo es: tamaño del ADN, el GC skew 
(anillo morado), el contenido GC (anillo negro), el pangenoma construido usando como referencia a la 
cepa USDA-ARS-USMARC-185 de serotipo A6 (anillo rojo), seguido por los genomas como están 
listados en la leyenda. 
 
 
 
 
5.1.2. Caracterización funcional y selección de candidatos vacunales 
 
Las secuencias codificantes pertenecientes a los genomas core y accesorio 
fueron asignadas a posibles categorias (Figura 11A) y subcategorias (Figura 11B) 
funcionales mediante ortología KEEG (Kanehisa et al., 2016). Aproximadamente el 50% 
de los genes predecidos en el genoma core son dedicados a funciones metabólicas, un 
25% están asociados a funciones de procesamiento de información genética; y un 20% 
están relacionados a funciones de procesamiento celular y señalización. Las funciones 
de los genes predecidos en el 5 % restante del genoma core no están categorizado. No 
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obstante, en el genoma accesorio, más del 70% de sus genes presentan funciones no 
caracterizadas o con ortología no identificable en la base de datos de KEEG. El 
porcentaje restante incluye diferencialmente exotoxinas y proteínas involucradas a la 
resistencia antimicrobiana, así como proteínas de sistema de secreción tipo I-II; IV-V; 
proteínas implicadas en el sistema de dos componentes; proteínas del sistema 
toxina/antitoxina tipo II y III; proteínas implicadas en el sistema CRISPR tipo I y II; y 
proteinas de unión a glicosaminoglicano, entre las más abundantes (Figura 11).  
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B  
  
Figura 11. Caracterización funcional de genes core y accesorio. (A) Categorias KEEG y (B) subcategorías KEEG de genes predecidos dentro de los genomas core y 
accesorio de M. haemolytica. Cada categoría o subcategoría es graficada como un porcentaje del número total de genes agrupados según ortología KEEG de los genomas 
core y accesorio. 
A 
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Antígenos candidatos y con potencial protección contra cepas heterólogas 
fueron identificados en el pangenoma de M. haemolytica mediante la metodología 
propuesta por Juscamayta (2013). Del análisis de los 1609 genes no redundantes (nr), 
identificados en el genoma core, se obtuvo 10 antígenos candidatos. Todos están 
conservados en el 100% de las cepas y presentan una alta probabilidad de ser proteínas 
de membrana externa. Contrariamente, en el genoma accesorio (2782 genes nr) se 
seleccionaron 23 antígenos candidatos, la mayoría están asociados a membrana 
externa y están conservados en el 5%-95% del total de cepas. En ambos casos, 
antígenos que presentaron alguna similitud con proteínas de cerdo o ratón fueron 
descartados (Tabla 6).     
 
5.1.3. Análisis filogenómico de especies de M. haemolytica 
 
La relación de las diferentes cepas fue determinado por comparación de todas 
las variaciones nucleotídicas en regiones que son conservados entre los genomas 
comparados (polimorfismo de nucleótido simple en el genoma core; SNP-GC). En total, 
se identificaron 21, 863 SNPs en el genoma core de las 19 cepas en estudio. El análisis 
basado en estas variaciones mostró claramente tres grupos cercanamente relacionados 
y un grupo externo, con un valor bootstrap significativo y correlacionados con los perfiles 
obtenidos del heatmap (Figura 12).  
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Tabla 6. Potenciales candidatos vacunales identificados en el genoma core y accesorio del pangenoma de M. haemolytica usando el enfoque 
pangenómico de la vacunología reversa. El N° Cepas nos indica la cantidad de aislados en la que está conservado el antígeno candidato . 
 
Cadidato vacunal en genoma core Localización N° Cepas % Cepas Tamaño (aa) 
Proteína 2 de unión a hemoglobina-haptoglobina y hemoglobina-like ME 19 100 720 
Proteína 2 de unión a hemoglobina-haptoglobina y hemoglobina-like ME 19 100 589 
Maltoporina ME 19 100 430 
Proteína LptD de ensamblaje de lipopolisacárido (LPS) ME 19 100 778 
Proteína ShlB transportadora de hemolisina-like ME 19 100 599 
Proteína TamA de ensamblaje y translocación ME 19 100 612 
Proteína de membrana externa 47 kDa-like ME 19 100 494 
Proteína CusC de sistema de flujo de cationes-like ME 19 100 466 
Transportador BtuB de vitamina B12-like ME 19 100 629 
Proteína HxuB transportadora de hemo-hemopexina-like ME 19 100 563 
Candidato vacunal en genoma accesorio Localización N° Cepas % Cepas Tamaño (aa) 
Proteína de membrana externa P5-like ME 14 74 379 
Proteína de membrana externa P5-like ME 4 21 373 
Proteína de unión a transferrina 1 - TbpA ME 18 95 931 
Proteína de unión a transferrina 1 - TbpA ME 1 5 937 
Receptor ferricromo regulado por hierro-like ME 14 74 692 
Receptor ferricromo regulado por hierro-like ME 9 47 692 
Proteína H porina-like ME 14 74 373 
Proteína H porina-like ME 5 26 354 
Proteína C de utilización hemo-hemopexina ME 18 95 661 
Proteína C de utilización hemo-hemopexina ME 16 84 701 
Proteína C de utilización hemo-hemopexina ME 3 16 699 
Proteína C de utilización hemo-hemopexina ME 2 11 619 
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Candidato vacunal en genoma accesorio (continuación) Localización N° Cepas % Cepas Tamaño (aa) 
Proteína estructural leucotoxina  E 16 84 954 
Proteína estructural leucotoxina  E 2 11 955 
Proteína estructural leucotoxina  E 1 5 954 
Porina Gram-negativa ME 14 74 365 
Proteína PilQ de competencia y biogénesis del pilus tipo IV-like ME 18 95 438 
Factor BamA de ensamblaje de proteína de membrana externa ME 18 95 794 
Receptor pseudobactina férrica BN7/BN8 ME 15 79 568 
Proteasa autotransportadora de Inmunoglobulina A1 E 13 68 951 
Proteína transportadora de hemaglutinina filamentosa FhaC ME 1 5 277 
Proteína de membrana externa 47 kDa-like ME 1 5 494 
Proteína 2 de unión a hemoglobina-haptoglobina y hemoglobina-like ME 3 16 311 
                             ME membrana externa, E extracelular. 
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Figura 12. Árbol filogenómico basado en SNPs del genoma core contra un heatmap de perfiles de presencia (azul oscuro)/ausencia (azul caro) de clusters de genes en el 
pangenoma de M. haemolytica (Mh). La historia evolutiva fue inferido con el método Maximum Likelihood y bajo el modelo evolutivo general de tiempo reversible (GTR), con 
un Bootstrap de 1000 réplicas que soporta la topología mostrada. 
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5.2. Clonación y expresión de la leucotoxina como candidato vacunal 
5.2.1. Aislamiento de M. haemolytica y amplificación del gen lktA  
 
Un alelo del gen lktA que codifica para una variante de la leucotoxina (LktA.84), 
conservado en el 84% de las 19 cepas analizadas, fue amplificado a partir del ADN 
genómico extraído de M. haemolytica ATCC 33396, para su posterior clonación. La 
reactivación de esta cepa resultó en colonias aisladas mucoides y grisáceas con 
presencia de β-hemolisis débil que es característico de M. haemolytica (Figura 13). La 
tinción Gram de las colonias dio como resultado bacterias cocobacilos gramnegativos y 
pruebas bioquímicas fueron positivos para catalasa y oxidasa, pero negativo en la 
prueba indol, confirmando de esta manera el aislamiento de M. haemolytica.  
 
 
Figura 13. Aislamiento de Mannheimia haemolytica ATCC 3339 srt. A2 Ovino en 
5% de agar sangre e incubadas a 37ºC por 24 horas bajo condiciones aeróbicas . 
Obsérvese la β-hemolisis débil y la forma mucoide de las colonias característicos 
(flechas). Esta cepa fue obtenida de pulmones neumónicos de ovinos en el Reino 
Unido (1956). 
 
 
Los productos de PCR del gen lktA resultaron ser específicos y del tamaño 
esperado (2856 pb), en las tres repeticiones; no obstante, en la amplificación del gen 
control se observaron amplicones inespecíficos de aproximadamente 500 pb como 
adicional al fragmento amplificado esperado de 750 pb (Figura 14). La purificación de 
los productos de PCR específicos resultó en una concentración final de 8.7ng/µl para el 
gen lktA, mientras que para el gen control fue de 41 ng/µl (Figura 14 B’), por lo cual éste 
último fue diluido hasta obtener una concentración final de 5 ng/µl. 
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Figura 14. Productos de PCR del gen leucotoxina (lktA) y el gen control. (A) Amplicones 
específicos (2856 pb) obtenidos por PCR del gen lktA, en triplicado (carril 1-3). (A’) ADN 
genómico de alto peso molecular (carril 1’-3’) aislado de M. haemolytica ATCC 3339. (B) 
Amplicones específicos (750 pb) e inespecíficos (500 pb, flecha) obtenidos por PCR del gen 
control (carril C). (B’) Amplicones específicos (750 pb) purificados del gen control a partir 
del gel de agarosa (1.5%) (carril C’). Carril M1: 1kb DNA Ladder (BioLabs); carril B: blanco 
(control negativo del PCR); carril M2: MassRulerTM DNA Ladder (Thermo Scientific); carril 
M3: 100pb DNA Ladder (BioLabs); carril M4: fago Ȝ Hind III (Promega). 
   
 
 
   1         2         3       M1                                          M1        1        2         3         B       M2                             M3       C 
500 bp--- 
1500 bp--- 
1000 bp--- 
3000 bp--- ---3000 bp 
---1500 bp 
---1000bp 
---500 bp 
---23,130 bp 
    9416 bp 
---2027 bp 
   1         2                    1’        2’        3’      M4                              M3           C’         M2 
A B 
A’ B’ 
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5.2.2. Análisis de clones recombinantes 
5.2.2.1. Clonación y minipreparación de los transformantes 
 
Fragmentos amplificados específicos y purificados fueron clonados en el vector 
pET102/D-TOPO, resultando en los plásmidos pET102-lktA y pET102-control positivo, 
la cual, junto con un vector negativo (plásmido pET102 vacío), fueron transformados en 
cepas de E. coli. La cantidad de colonias transformantes fueron proporcionales al 
volumen del inoculo sembrado, observándose, en ambos casos, colonias bien aisladas 
(Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Colonias transformantes  con plásmidos recombinantes  pET102-lktA y pET102-
control positivo. Clones recombinantes con el plásmido pET102-lktA (A), pET102-control 
positivo (B), el vector vacío pET102 (control negativo) (C) fueron sembrados en medio agar 
LB con carbenicilina (200 ȝg/ml) e incubadas a 37°C durante 18 horas . Un control negativo 
de la transformación fue utilizado reemplazado por agua ultrapura en lugar de plásmidos  
recombinantes (D).  
 
A B
C
+
D
+
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El crecimiento de las colonias transformantes con los plásmido pET102-control 
positivo y pET102 (vector vacío), indicaron una adecuada reacción de clonación; así 
como, la actividad de resistencia a carbenicilina del vector y la viabilidad de cepas E. 
coli One Shot/TOP10 (Figura 15B y 15C).  
 
Colonias de estas cepas sin transformar (agua en lugar de plásmidos) no 
crecieron, lo cual demuestra la actividad funcional de la carbenicilina en el medio (Figura 
15D). Colonias transformantes con el plásmido pET102-lktA tuvieron significativamente 
más colonias que los transformantes con el vector sin inserto (Figura 15A y 15C), la cual 
fue utilizado como un nivel de referencia (background) para inferir la cantidad de 
colonias que no llevan el plásmido con el inserto y determinar el número de colonias 
necesarios para las minipreparaciones. El número de colonias utilizadas en las 
minipreparaciones para los 100 µl y 200 µl de transformantes cultivados se muestra en 
la Tabla 7. 
 
 
Tabla 7. Colonias utilizadas en las minipreparaciones  de plásmidos para el 
análisis de los constructos recombinantes. 
Transformante 
con plásmido 
pET102-lktA pET102-C+ pET102 (C-) 
Inóculo 100µl 200µl 100µl 200µl 100µl 200µl 
Colonias 
A1 A’ϭ A2 D2 A3 B3 
B1 B’ϭ B2 E2 - - 
C1 E’ϭ C2 - - - 
D1 - - - - - 
E1 - - - - - 
 
 
El análisis preliminar de los plásmidos aislados de los tranformantes pET102-
lktA reveló un peso molecular entre 8,000 pb y 10,000 pb aproximadamente, mientras 
que en los transformates pET102-control positivo y pET102 (vector vacío), el tamaño de 
los plásmidos fueron de aproximadamente 7,000 pb y 6,000 pb, respectivamente. No 
obstante, en las colonias pET102-lktA seleccionadas del inóculo de 200 µl, todos los 
plásmidos fueron menores de 7,000 pb indicando que posiblemente no presenten el 
inserto (Figura 16). 
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Figura 16. Plásmidos aislados mediante minipreparaciones de los transformantes. Carril 
A1-E1: plásmidos de los transformantes pET102-lktA (inóculo 100µl); carril A´1, B´1 y E´1: 
plásmidos de los transformantes pET102-lktA (inóculo 200µl); carril A2-C2: plásmidos de 
los transformantes pET102-control positivo (inóculo 100µl); carril D2 y E2: plásmidos de 
los transformantes pET102-control positivo (inóculo 200µl); carril A3 y B3: plásmidos sin 
insertos (controles negativos: plásmidos vacíos), de inóculos 100 µl y 200 µl, 
respectivamente; carril M1: MassRulerTM High Range DNA Ladder (Thermo Scientific); 
M2: Supercoiled DNA Ladder (Invitrogen).  
 
 
5.2.2.2. Identificación del gen control clonado con enzima de restricción 
 
El análisis de restricción de los plásmidos pET102-control positivo resultó en dos 
fragmentos digeridos de aproximadamente 5065 pb y 1990 pb (compatible con lo 
reportado), lo cual confirma la presencia y correcta orientación del inserto clonado 
(Figura 17). En la digestión de los plásmidos pET102-lktA y pET102 (vector vacío, sin 
inserto), utilizados como controles negativos, se obtuvieron fragmentos menores a 
10,000 pb y 7,000 pb, respectivamente. Comparación del tamaño de estos plásmidos 
obtenidos en la figura 16 con los visualizados en la figura 17 nos indican que éstos 
últimos han sido linealizados por la enzima de restricción PstI. A pesar, de que esto no 
indica la correcta orientación de los insertos, podemos inferir que el gen lktA está 
presente en los plásmidos donde fueron clonados.  
 
 
 A1     B1     C1     D1     E1      A’1   B’1     E’1    M1   M2     A2     B2     C2      D2     E2     M1     A3     B3       
10,102 pb 
8,066 pb 
7,045 pb 
10,000 pb 
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Figura 17. Análisis de restricción de los plásmidos recombinantes  pET102-
control positivo. Carril M1: 1kb DNA Ladder (New England BioLabs); carril 
A1 y B1: plásmidos recombinantes pET102-lktA linearizado con PstI; carril A2 
y B2: productos digeridos con PstI de los plásmidos recombinantes pET102-gen 
control; carril M2μ GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific); 
carril A3 y B3: controles negativos (plásmidos vacíos, sin inserto, linearizados); 
carril B: blanco (control negativo de la reacción de digestión). En todos los 
casos, los plásmidos fueron aislados de colonias transformantes del inócuo 100 
µl, con excepción del B3 que fue aislado del inóculo 200 µl. 
 
 
5.2.2.3. Identificación del gen lktA clonado por PCR colonia 
 
PCR de las colonias transformantes pET102-lktA, resultó en fragmentos 
amplificados de 2928 pb, compatibles con el tamaño predecido por los análisis (Figura 
18A). No obstante, también se observaron amplicones inespecíficos muy tenues, 
posiblemente debido a la excesiva cantidad de ADN utilizado producto del boiling de los 
transformantes. Debido a ello, se repitió el ensayo realizando un PCR directo, utilizando 
plásmidos aislados y diluidos de los mismos transformantes, observándose sólo 
amplicones específicos esperados (Figura 18B). De esta manera, nosotros confirmamos 
la presencia del gen lktA y su correcta orientación en la clonación. Cabe destacar, que 
PCR directo de plásmidos aislados y diluidos de cepas transformantes pET102-lktA (A’1, 
B’1 y E’1) del inóculo 200 µl, no presentaron amplicones específicos (Figura 18B) 
coincidiendo estos resultados con el PCR colonia y con el tamaño de los plásmidos 
observados en la figura 16, lo cual es probable que el gen lktA no haya sido clonado.   
 
M1         A1           B1          M1          A2          B2         M2          A3           B3           B 
500 bp--- 
2000 bp--- 
10,000 bp--- 
5000 pb 
7000 pb 10,000 pb 
2000 pb 
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Figura 18. Productos de PCR obtenidos por PCR colonia y PCR directo de los plásmidos 
recombinantes pET102-lktA. (A) PCR colonia de las cepas transformantes pET102-lktA (A1-E1) 
del inóculo 100 µl; B3: PCR colonia de las cepas transformantes pET102 (vector vacío) del inóculo 
200 µl, utilizado como control negativo. (B) PCR directo de plásmidos aislados y diluidos de las 
mismas cepas transformantes pET102-lktA (A1-E1) del inóculo 100 µl; PCR directo de plásmidos 
aislados y diluidos de cepas transformantes pET102-lktA (A’1, B’1 y E’1) del inóculo 200 µl; A3: 
PCR colonia de las cepas transformantes pET102 (vector vacío) del inóculo 100 µl, utilizado como 
control negativo.  M: 1kb DNA Ladder (New England BioLabs).    
 
 
5.2.3. Análisis de la expresión de la proteína LktA recombinante 
 
Cepas E. coli BL21 StarTM (DE3) One Shot® transformadas con plásmidos 
recombinantes positivos para el gen lktA por duplicado (plásmidos A1 y C1) e inducidos 
con IPTG, expresaron una proteína LktA recombinante de aproximadamente 121 KDa 
(Figura 19, flecha), incluyendo los 16 KDa de los tags de fusión (His-Patch tiorredoxina-
N y V5-6xHis-C terminal). La leucotoxina fue identificada sólo en el sobrenadante 
obtenido de los lisados de estos clones, siendo el tiempo óptimo de expresión al cabo 
de 5 horas (t = 5). No obstante, bajo estas mismas condiciones y sin IPTG, no se observó 
ninguna banda proteica compatible con el tamaño de la leucotoxina (Figura 19, carril 4).  
 
La expresión de la proteína recombinante β-galactosidasa (control positivo) de 
aproximadamente 133 KDa (Figura 19, cabeza de flecha), durante las mismas 
condiciones, confirmó un adecuado crecimiento e inducción de la expresión.  
 
 
 
 M      A1     B1      C1     D1      E1      B3     A1     B1      C1     D1     E1      A'1    B'1    E’1     A3      M 
A
+
B
+
--3000 bp 
--1500 bp 
--1000 bp 
--500 bp 
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Figura 19. Análisis SDS-PAGE de la proteína recombinante leucotoxina de M. haemolytica, 
expresada en E. coli. M: Spectra Multicolor High Range Protein Ladder (Fermentas); carril 1: 
sobrenadante (soluble) y pellet (insoluble) de lisados E. coli BL21 StarTM (DE3) transformados con 
pET102/D/lacZ (control positivo β-galactosidasa: cabeza de flecha) e inducidos con IPTG (1mM) 
por 5 horas; carril 2 y 3: sobrenadante (soluble) y pellet (insoluble) de lisados E. coli BL21 StarTM 
(DE3) transformados con pET102-lktA e inducidos con IPTG (1mM) por 5 horas (Leucotoxina: 
flecha); carril 4: sobrenadante (soluble) y pellet (insoluble) de lisados E. coli BL21 StarTM (DE3) 
transformados con pET102-lktA y no inducidos con IPTG. 
 
 
6. DISCUSIÓN 
 
En la presente investigación se utilizó el enfoque Pan-Genómico de la 
vacunología reversa con la finalidad obtener en E. coli un candidato vacunal 
recombinante representativo del pangenoma de Mannheimia haemolytica, que sea 
prometedor para brindar una protección heteróloga contra la pasteurelosis neumónica.  
 
En ese sentido, se realizó un análisis genómico comparativo de 19 cepas 
aisladas de animales con cuadro de neumonía mediante una estrategia pangenómica. 
El pangenoma se define como todas las secuencias codificantes de un conjunto de 
genomas incluyendo genes comunes a todas las cepas (genoma core), genes presentes 
en algunos pero no en todas las cepas (genoma accesorio) y genes específicos que son 
~300 --- 
KDa 
~250 --- 
~130 --- 
~100 --- 
~70 --- 
~50 --- 
~40 --- 
  M                  1                      2                    3                    4                    1                   2                    3                  4  
Soluble Insoluble 
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únicos para cada aislado (singletons); (Medini et al., 2005). En el análisis, un total de 
4391 clusters de genes fueron identificados en el pangenoma de M. haemolytica, de las 
cuales 1609 (37%) pertenece al genoma core y 2782 (63%) están incluidas en el 
genoma accesorio (Tabla 5). Estos resultados nos sugieren que M. haemolytica 
presenta una alta variabilidad genómica y que su pangenoma es probablemente abierto. 
Un pangenoma abierto es observado frecuentemente en especies bacterianas que 
habitan nichos ecológicos diversos, tienen complejos estilos de vida y son propensos 
para la transferencia horizontal de genes (Tettelin et al., 2005). Esto no es sorprendente, 
considerando que M. haemolytica habita un complejo nicho, puede exhibir fenotipo 
patogénico y comensal, y contiene muchos serotipos con cantidad variable de 
elementos genéticos móviles (Davies et al., 2001). Además, la presencia de un alto 
número de genes específicos (singletons) identificados en el pangenoma (948) justifica 
que M. haemolytica debería tener un pangenoma abierto, lo que significa que cada cepa 
contribuye, en promedio, con 50 genes nuevos. De manera interesante, cuando se 
calculó la frecuencia de los genes del pangenoma presente en los 19 genomas 
analizados, se encontró una distribución similar a lo reportado por Lapierre y Gogarten 
(2009) cuando estimaron el pangenoma de 573 genomas bacterianos, demostrando que 
el pangenoma de M. haemolytica tiene una alta prevalencia de genes variables (Figura 
9). En un reciente estudio donde caracterizaron el pangenoma de M. haemolytica 
usando un total de 21 cepas, derivadas de animales sanos, enfermos y muertos por 
neumonía, identificaron 9,507 grupos ortólogos, de las cuales 1,333 (14%) pertenecen 
al genoma core y 8,174 (86%) al genoma accesorio (Klima et al., 2016). Este 
pangenoma estimado excede al calculado en nuestro estudio por más de 5,000 genes; 
no obstante, esto es totalmente esperado dado que, para pangenomas abiertos, a más 
genomas analizados, existe una mayor probabilidad de descubrir nuevos genes, siendo 
el genoma core afectado negativamente.  
 
La representación circular del pangenoma de M. haemolytica reveló que los 
elementos accesorios están distribuidos ampliamente pero más concentrados en una 
región del cromosoma (0 kpb hasta 2500 kpb) y que las delecciones identificadas no 
son específicos para ninguna cepa/serotipo (Figura 10). Esto nos sugiere que M. 
haemolytica tiene una gran variabilidad intra e inter serotipos y no presentan 
comportamiento clonal. Lo anterior es respaldado en un estudio realizado por Timsit 
et al.  (2013) donde aislados de M. haemolytica, recuperados de pulmones durante un 
brote de neumonía, fueron caracterizados por electroforesis en gel de campo pulsado 
(PFGE) encontrando una alta diversidad genética de M. haemolytica y concluyendo que 
la enfermedad no sólo es desencadena por una simple cepa virulenta. 
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El análisis funcional del genoma core identificó un alto porcentaje de genes 
esenciales para supervivencia y funciones celulares (Figura 11). Estudios previos han 
mostrado resultados similares donde el genoma core es enriquecido en funciones 
metabólicas y celulares incluyendo replicación, transcripción y traducción (Valot et al., 
2015; Klima et al., 2016). Por el contrario, en la caracterización funcional del genoma 
accesorio de M. haemolytica, más del 70% de proteínas no tuvieron ortología 
identificable y mayormente son singletons, muchas de las cuales son proteínas 
hipotéticas y asociados a fagos. En el componente restante, se encontraron genes de 
resistencia de antibióticos incluyendo genes de resistencia a aminoglicosidos (aadA, 
aph3-I, strA y strB), un gen de resistencia a beta lactamasa (blapenP) y un gen de 
resistencia a tetraciclina (tetA). Nuestro análisis identificó a este conjunto de genes de 
resistencia antimicrobiana en las cepas M42548, MhSwine2000 y MhBrain2012, 
considerando a este grupo con fenotipo multiresistente (Eidam et al., 2013). Estos genes 
han sido encontrados dentro del elemento conjugativo e integrativo ICEMh1 y está 
relacionado al elemento multiresistente ICEPmu1 de Pasteurella multocida, sugiriendo 
que resistencia antimicrobiana puede ser transferido entre especies Pasteurellaceae y 
contribuir a la patogenicidad de M. haemolytica (Eidam et al., 2015). 
 
Asimismo, se identificaron genes accesorios que codifican para proteínas de 
sistema de secreción tipo I-II y IV-V asociados con la exportación de proteasas, toxinas 
y a la transferencia de ADN transformante y conjugal, muchas de las cuales podrían 
funcionar como targets para una nueva clase de drogas antivirulencia (Baron, 2006). 
Además, se identificaron proteínas accesorias implicadas en el sistema de dos 
componentes relacionados a la regulación de la virulencia (Bertrand et al., 2010); 
proteínas del sistema toxina/antitoxina tipo II (HipBA) y III (AbiQ) asociadas con la 
tolerancia a las drogas (Correia et al., 2006) y a la resistencia de fagos (Samson et al., 
2013), respectivamente; proteínas implicadas en el sistema CRISPR tipo I y II para la 
defensa antiviral (Zhang et al., 2012); y proteinas de unión a glicosaminoglicano como 
hemaglutininas filamentosas, siendo consideradas estas últimas como adhesinas 
altamente antigénicas y responsables de la colonización del tracto respiratorio inferior y 
modulación de la respuesta inflamatoria inicial  (Inatsuka et al., 2005); (Figura 11). Por 
lo tanto, el genoma accesorio le confiere a las cepas de M. haemolytica, una gran 
variedad de mecanismos de virulencia asociados a la infectividad, resistencia y letalidad. 
 
M. haemolytica tiene múltiples factores de virulencia que han sido extensamente 
estudiados (Highlander, 2001). En este estudio, se identificaron antígenos candidatos 
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en el genoma core y accesorio con potencial para inducir protección heteróloga. En total 
33 candidatos vacunales fueron seleccionados, 10 en el genoma core y 23 en el genoma 
accesorio, la mayoría de ellos asociados a la membrana externa, de las cuales algunos 
coinciden con candidatos vacunales seleccionados en el genoma de M. hameolytica A2 
Ovino (Juscamayta, 2013). No obstante, en este análisis se evidencia, alta variación de 
secuencias intra e inter serotipos de algunos candidatos, principalmente en el genoma 
accesorio, incluyendo hasta cuatro variantes para una misma proteína (Tabla 6). Lo 
anterior, coincide con estudios previos, donde reportaron variación de secuencias para 
tbpA (Lee y Davies, 2011), ompA (Davies y Lee, 2004), y lktA ( Davies et al., 2001) entre 
diferentes aislados de M. haemolytica, originados principalmente por transferencia 
horizontal de ADN intra-inter especies y eventos de recombinación intragénica. Estos 
cambios posiblemente le confieran una ventaja adaptativa contra la respuesta de 
anticuerpos del hospedero, generando nueva variación antigénica en sitios que están 
expuestas a la superficie.  
 
Las proteínas de unión a transferrina tipo A (TbpA), son clasificadas como 
proteínas de membrana externa reguladas por hierro (IROMPs) y han demostrado ser 
inmunogénicas en bovinos y, en combinación con sobrenadantes de cultivo, incluyendo 
leucotoxina, lipopolisacárido y polisacáridos capsulares, resultaron ser 
inmunoprotectivos contra la infección experimental por M. haemolytica serotipo A1 
(Sreevatsan et al., 1996). En general estas proteínas son potenciales candidatos 
vacunales, ya que la adquisición de hierro es imprescindible para M. haemolytica, 
durante el estadio temprano de la infección; así como para la producción de leucotoxina 
y otros factores de virulencia y por ende modulan su patogénesis (Ogunnariwo et al., 
1997). La proteína de membrana externa P5-like, identificada en el genoma accesorio, 
forma parte de la familia OmpA, una proteína altamente conservada en bacterias Gram 
negativas y está involucrado en la adherencia a tejidos de hospederos en varios 
patógenos asociados a neumonía, incluyendo H. influenzae y P. multocida (Davies y 
Lee, 2004). Por lo tanto, Omp-P5-like puede jugar un rol en la adherencia y la 
colonización de M. haemolytica al tracto respiratorio de su hospedero. 
 
El análisis filogenómico de SNPs ortólogos compartidos entre los 19 genomas 
de M. haemolytica, evidenció una correlación entre la filogenia y serotipo pero no con el 
hospedero, coincidiendo con análisis filogenéticos basados en la comparación de 
secuencias de ARNr 16S (Davies et al., 1996). Sin embargo, cepas del serotipo A1 
estuvieron dispersas en la filogenia. Un grupo cercanamente relacionado, de serotipo 
A1, incluyen aislados con genes multiresistentes a antibióticos (M42548, MhBrain2012, 
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MhSwine2000). Además, la cepa OVINE del serotipo A2 se encuentra genéticamente 
relacionada con aislados del mismo serotipo que presentan alto número de singletons 
asociados a virulencia (D35, USDA-ARS-USMARC-184 y MH10517-OVINE). El perfil 
del heatmap de este último grupo nos indica una alta diversidad de secuencias dentro 
del serotipo A2 (Figura 12), lo cual es compatible con resultados obtenidos por Klima 
et al. (2016). Por ende, este grupo debería ser considerado como un linaje altamente 
virulento. No obstante, aislados del serotipo A6 estuvieron más relacionados a cepas 
del serotipo A2 que el serotipo A1. Esto difiere con resultados obtenidos en estudios de 
diversidad intraespecífica basados en perfiles LPS y OMP; y en análisis filogenético 
basado en todos los genomas de 11 cepas de M. haemolytica. En ambos casos, 
aislados del serotipo A6 estuvieron más relacionados a cepas del serotipo A1 (Davies y 
Donachie, 1996; Klima et al., 2016). Posiblemente estas diferencias se deben a la 
variabilidad de factores de virulencia incluidas en el análisis, demostrando que aislados 
del serotipo A6 estan más relacionados patogénicamente a cepas del serotipo A1. No 
obstante, los SNPs poseen alta resolución filogenética y han demostrado ser más 
estables evolutivamente, por ende podrían ser incorporados dentro de métodos de 
genotipificación de especies patógenas (Foster et al., 2009). 
 
Debido a la diversidad genética de M. haemolytica y a su complejidad de 
serotipos, el desarrollo de una vacuna que provea una protección heteróloga contra la 
pasteurelosis neumónica ha sido un problema. De esta manera, en base al análisis 
pangenómico realizado, se decidió seleccionar a una variante de la leucotoxina (lktA.84) 
para su clonación y expresión heteróloga en E. coli. Este candidato vacunal tiene 
potencial para brindar protección heteróloga, debido a que está presente en el 84% de 
las cepas analizadas, con una identidad mayor al 80%, incluyendo M. haemolytica A2 
Ovino, que posiblemente se haya adaptado en alpacas. Precisamente, aislados del 
serotipo A2 son genéticamente más diversos y virulentos; y han sido asociados 
principalmente en casos de neumonía en ovinos (Davies y Baillie, 2003). La leucotoxina 
es considerada un factor de virulencia importante en la patogenicidad de M. haemolytica 
(Highlander, 2001), causante de la lisis de macrófagos y neutrófilos en bovinos y ovinos 
(Clinkenbeard et al., 1989); y, su estructura y función son altamente conservadas a 
pesar de su mosaicismo y variación de aminoácidos. Además, existen diferentes 
estudios que han demostrado su capacidad inmunoprotectora (Conlon et al., 1991). 
 
En ese sentido, en la presente investigación, el gen lktA fue clonado 
exitosamente y en la orientación correcta, como lo demuestra el crecimiento de los 
clones recombinantes pET102-lktA (Figura 15) y el análisis de sus plásmidos (Figura 
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16), así como los productos de PCR específicos obtenidos del PCR colonia (Figura 18). 
Resultados similares fueron reportados en diferentes estudios sobre clonación de 
antígenos candidatos de M. tuberculosis (Wang et al., 2005; Mahmoudi et al., 2013), 
respaldando la alta eficiencia de la estrategia de clonación utilizada (TOPO cloning) 
frente a otros métodos tradicionales (Shuman, 1994). 
 
La sobreexpresión, en E. coli, de nuestro candidato vacunal seleccionado, 
resultó en una leucotoxina recombinante con un peso neto de 105 KDa (Figura 19). La 
secreción de estas especies de 105 KDa ha sido identificada en todos los serotipos 
patogénicos y está asociada a la forma activa de la leucotoxina (Chang et al., 1987), lo 
cual nos sugiere que posiblemente nuestra proteína haya sido expresada de una forma 
biológicamente activa. Sin embargo, estudios iniciales indicaron que la expresión de 
LktC, una trans-acilasa codificada por el gen lktC, es indispensable para la activación 
por acilación de la LktA, la protoxina codificada por el gen lktA, por ende la expresión de 
ambos genes es requerida para la actividad funcional de la leucotoxina (Lo et al., 1987; 
Jeyaseelan et al., 2002). No obstante, en estudios recientes, M. haemolytica mutantes 
(LktC--) fueron parcialmente atenuados en su virulencia causando neumonía fatal en 
bovinos y ovinos, con leucocitos polimorfonucleares (PMNs) necróticos en los 
pulmones. LktA secretada de estos mutantes fueron enfrentados in vitro con PMNs, 
observándose la presencia de poros y la inducción de necrosis en estas células. Estos 
resultados nos sugieren que la activación, por acilación, no es necesario para la 
actividad citotóxica de la LktA pero sí para intensificar su toxicidad (Highlander et al., 
2000; Batra et al., 2015).  
 
El primer cuello de botella que se encuentra cuando se estudia el aspecto 
estructural, biofísico y bioquímico de una proteína específica, es la expresión de una 
cantidad adecuada de proteína soluble y biológicamente activa. En ese sentido, uno de 
los principales problemas es la pobre solubilidad de la proteína expresada, por ejemplo 
la formación de cuerpos de inclusión (Baneyx, 1999). Los cuerpos de inclusión son 
estructuras granulares densas de proteína en forma inactiva, precipitadas a lo largo del 
citoplasma cuando son expresadas a niveles celulares muy altos o inclusive por 
mutación de un solo residuo aminoacídico de la proteína expresada (Bollag et al., 2016). 
En algunos casos, los cuerpos de inclusión son extraídos y solubilizados y la proteína 
recombinante puede ser plegada in vitro (refolding); no obstante, la eficiencia del 
refolding para generar una proteína activa varía significativamente en cada caso (Pavan 
et al., 2016). Debido a ello, se prefiere evitar el proceso de re-plegamiento que demanda 
tiempo y orientarse a optimizar la expresión de la proteína en forma soluble. En este 
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estudio, la proteína recombinante fue sobreexpresado sólo en forma soluble y sin formar 
cuerpos de inclusión, lo que aumenta la posibilidad que se encuentre biológicamente 
activa o al menos que su actividad citotóxica este conservada. Lo último ha sido posible 
debido a que el gen de interés fue expresado junto con un tag de fusión tiorredoxina 
(Trx) incluido en el vector de expresión. Se ha demostrado que la proteína tiorredoxina 
(11.7 KDa) aumenta la eficiencia de la traducción y la solubilidad de proteínas 
heterólogas sintetizadas en el citoplasma de E. coli (LaVallie et al., 1993). 
 
El tiempo óptimo de expresión de la LktA fue determinado a las 5 horas de 
inducción con IPTG (1 mM). A este punto sólo se observaron especies de 105 KDa en 
forma soluble. Estudios previos demostraron la pérdida de la actividad de la leucotoxina 
debido a su degradación por proteasas extracelulares durante su crecimiento 
exponencial, liberándose cantidades variables de subunidades de bajo peso molecular 
(20KDa, 50 KDa y 95 KDa) antigénicamente similar a la especie de 105 KDa (Himmel 
et al., 1982; Chang et al., 1987). En nuestro caso, la pérdida de proteasas claves (Ion y 
OmpT mutada) en la cepa E. coli BL21 StarTM (DE3) evitó la degradación de nuestra 
proteína heteróloga expresada, dejando posiblemente intacta su actividad citotóxica.    
 
De esta manera, en el presente estudio, se logró clonar y expresar en forma 
soluble, a una variante de la leucotoxina de M. haemolytica, identificada mediante el 
enfoque Pan-Genómico de la vacunología reversa, siendo considerado un potencial 
candidato vacunal para inducir una protección heteróloga contra la pasteurelosis 
neumónica en bovinos, ovinos y alpacas. Análisis posteriores, incluyendo su 
purificación, así como ensayos in vitro e in vivo serán necesarios para confirmar su 
actividad biológica y protección cruzada.  
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7. CONCLUSIONES 
 
1. El pangenoma de M. haemolytica es abierto y con una alta variabilidad genómica, 
estando compuesto de 4391 clusters de genes, de las cuales 1609 (37%) 
pertenece al genoma core y 2782 (63%) están incluidas en el genoma accesorio. 
 
2. El genoma core de M. haemoylica incluye genes esenciales para supervivencia y 
funciones celulares, mientras el genoma accesorio le confiere una gran variedad 
de mecanismos de virulencia asociados a la infectividad, resistencia y letalidad. 
 
3. El pangenoma de M. haemolytica presenta 33 potenciales candidatos vacunales, 
10 en el genoma core y 23 en el genoma accesorio, incluyendo alta variación de 
secuencias. 
 
4. La leucotoxina seleccionada en nuestro análisis forma parte del genoma accesorio 
y está presente en el 84% de las cepas virulentas de M. haemolytica, incluyendo 
la cepa A2 Ovino, compartiendo una identidad mayor al 80%. 
 
5. El análisis filogenómico de SNPs ortólogos compartidos entre los 19 genomas de 
M. haemolytica, evidencia una correlación entre la filogenia y serotipos virulentos 
pero no con el hospedero. 
 
6.  Se logró la clonación y expresión heteróloga de un potencial candidato vacunal 
contra neumonía en alpacas. 
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8. RECOMENDACIONES  
  
1. A pesar que el enfoque Pan-genómico de la vacunología reversa, es útil en la 
búsqueda rápida y eficaz de candidatos vacunales, es necesario combinar 
diversos enfoques genómicos: como el enfoque genómico funcional y el enfoque 
genómico estructural, todos ellos soportado por estudios epidemiológicos 
moleculares para la selección de cepas representativas de un patógeno dado. 
 
2. Se sugiere confirmar la expresión de la leucotoxina recombinante mediante el 
análisis de Western blot, utilizando anticuerpos monoclonales anti-Lkt contra las 
regiones inmunodominantes MAb 601 y 605, presente en la proteína. 
 
3. Se recomienda la purificación, evaluación in vitro e in vivo y la búsqueda de 
anticuerpos neutralizantes para la leucotoxina seleccionada como candidato 
vacunal con el fin de confirmar su actividad citotóxica y su capacidad 
inmunoprotectora cruzada. 
 
4. Se sugiere realizar la evaluación combinada de los otros candidatos vacunales 
seleccionados, en el genoma core y accesorio, para desarrollar una vacuna 
multivalente con protección heteróloga. 
 
5. Se recomienda identificar los serotipos de M. haemolytica predominantes en 
casos de neumonía de alpacas; y secuenciar sus genomas para determinar los 
genes asociados a virulencia, comunes y únicos, que son claves en la 
patogénesis de la enfermedad. 
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Buffer lisis, pH 7.8 
 50 mM KH2PO4 y K2HPO4  
 400 mM NaCl 
 100 mM KCl 
 10% glycerol 
 0.5% Triton X-100 
 10 mM imidazol 
 1mg/ml lisozima 
 
1. Ajustar el pH para 7.8, con HCl. 
2. Almacenar a 4°C. 
 
Buffer de muestra SDS-PAGE 2X  
 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  2.5 ml 
 Glicerol (100%)   2.0 ml 
 β-mercaptoetanol   0.4 ml 
 Azul de bromofenol   0.02 g 
 SDS     0.4 g 
 
1. Completar hasta 10 ml con agua destilada estéril. 
2. Almacenar a -20°C. 
 
Buffer de muestra SDS-PAGE 1X  
 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  1.25 ml 
 Glicerol (100%)   1.0 ml 
 β-mercaptoetanol   0.2 ml 
 Azul de bromofenol   0.01 g 
 SDS     0.2 g 
 
1. Completar hasta 10 ml con agua destilada estéril. 
2. Almacenar a -20°C. 
 
Buffer de corrida Tris-Glicina-SDS 10X (pH 8.3) 
 Tris-base   30.3 g 
 Glicina    144.0 g 
 SDS    10.0 g 
 
1. Completar hasta 1 L con agua destilada estéril. 
2. Diluir hasta 1X con agua destilada estéril, según necesidades. 
3. Almacenar a 4°C. 
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Solución de fijación  
Ácido acético glacial  10 ml  
Etanol  30 ml  
 
1. Completar con agua destilada estéril (H2Od) hasta 100ml. 
 
Solución de Tiosulfato 0.02% 
Tiosulfato de Na pentaH 0.02 g 
H2Od  100 ml 
 
Solución de tinción (Nitrato de Plata 0.2%) 
Nitrato de plata  0.2 g 
H20d  100 ml 
 
1. Una vez preparado cubrirlo de la luz, utilizarlo en la oscuridad. 
 
Solución reveladora  
 
Carbonato de Sodio   3 g 
Formaldehido 37%  250 µl   
Tiosulfato 0.02%  125 µl  
H2Od  hasta 100 ml 
 
Solución de parada 
Tris  4 g 
Ácido acético glacial  2 ml 
H2Od  hasta 100 ml 
 
 
Av. circunvalación Cdra. 28 s/n San Borja Telef: 4353189; 4353354 Anexo: 236 Fax: 4361027 
E-mail: rivepsm@gmail.com; web:http://www.veterinaria.unmsm.edu.pe 
 UNIV E R SIDAD  NACIONAL   MAY OR   DE  SAN  MAR COS 
(Universidad del Perú, DE CANA DE  AME RICA) 
 FACUL T AD DE  ME DICINA V E T E R INAR IA  
 
R evista de Investigaciones  Veterinarias del Perú - R IVE P 
 
 
 
 
CONS TANCIA 
 
 
 
La Revista de Investigaciones V eterinarias del Perú (RIV EP) hace constar por intermedio de 
la presente que el artículo científico que lleva por título: 
 
ANÁ L ISIS GE NÓMICO DE  MANNHE IMIA HAE MOLYTICA SE R OT IPO A2 PARA L A IDE NT IFICACIÓN DE  
POT E NCIAL E S CANDIDAT OS V ACUNAL E S CONT R A L A NE UMONÍA E N AL PACAS 
 
cuyos autores son: E duardo J uscamayta L ., L enin Maturrano H., R aúl R osadio A. 
 
ha sido aceptado y será publicado en el V olumen 28, Número 2, correspondiente a la edición 
Abril-Junio de 2017 de la RIV EP. 
 
Se hace entrega de la presente constancia a solicitud de los interesados y para los fines que 
consideren convenientes. 
 
 
L ima, 7 de diciembre de 2016 
 
 
 
 Dr. Mario García Podestá 
Editor Adjunto 
